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Kurzfassung
UV-Strahlung kann zu Photoschäden und Mutationen in der DNA führen, die Ausgangspunkt
für eine Reihe von Krankheiten wie z.B. Hautkrebs sein können. Der häufigste durch UV-
Strahlung induzierte Photoschaden beruht auf einer Verknüpfung benachbarter Thymin-Basen
durch einen Zyklobutanring (CPD-Schaden). Obwohl die Bildung dieser Thymin-Dimere
bereits seit 1960 bekannt ist, konnte bisher weder die Zeitskala noch der Mechanismus die-
ser Reaktion eindeutig geklärt werden. Thema dieser Arbeit ist deshalb die Untersuchung
photophysikalischer und photochemischer Prozesse in Nukleinsäuren.
Methodik:Mit der Methode der Anreg-Abtast-Spektroskopie können ultraschnelle photoin-
duzierte Prozesse beobachtet werden. Das in dieser Arbeit eingesetzte Spektrometer basiert
auf einem zentralen Femtosekunden-Lasersystem, dessen Lichtimpulse (800 nm, 90 fs) über
nichtlineare Prozesse in die benötigten Spektralbereiche (Anregung im UV: ∼ 270 nm, Abtas-
ten im mittleren Infraroten: 3 - 10µm) konvertiert werden können. Mit dieser Technik lässt
sich die hohe Struktursensitivität der Schwingungs-Spektroskopie mit einer Zeitauflösung im
Subpikosekunden-Bereich kombinieren.
Modellsysteme: Für die Untersuchung der Bildung von Thymin-Dimeren wurden zwei
Thymin-Derivate ausgewählt: das einzelsträngige Thymin-Homopolymer (dT)18 und das Mo-
nonukleotid Thymidin-5’-Monophosphat (TMP). Zusätzlich wurden Experimente an dem ein-
zelsträngigen Adenin-Homopolymer poly(A) und demMononukleotid Adenosin-5’-Monophos-
phat (AMP) durchgeführt, deren Adenin-Basen die zu Thymin komplementären Bestandteile
der DNA darstellen.
Ergebnisse zur Photophysik von AMP und poly(A):Während in AMP alle Adenin-Basen
nach UV-Anregung eine schnelle interne Konversion (< 1 ps) in den schwingungsangeregten
Grundzustand erfahren, werden in poly(A) zusätzlich langlebige elektronische Zustände mit
Lebensdauern im 100 ps- und ns-Bereich bevölkert. Das Auftreten dieser Zustände korreliert
mit der Stapelung der Adenin-Basen in poly(A). Dies deutet auf die Bildung von Excimer-
Zuständen hin, deren IR-Absorption in dieser Arbeit erstmals bestimmt werden konnte.
Ergebnisse zur Photochemie und Photophysik von TMP und (dT)18: Für die Aufklärung
der UV-induzierten CPD-Bildung wurde zunächst in stationären Belichtungsexperimenten
die charakteristische IR-Absorption von Thymin-Dimeren bestimmt. Anschließend konnte
durch einen Vergleich der Messungen an TMP und (dT)18 die Bildung von Thymin-Dimeren
in (dT)18 innerhalb einer Pikosekunde (10−12 s) nachgewiesen werden. Ebenfalls auftretende
langlebige elektronische Zustände (100 ps - 1 ns) führen dagegen nicht zur Dimer-Bildung.
Die Photoreaktion ist deshalb nur möglich, wenn die Anordnung zweier Basen zum Zeitpunkt
der UV-Absorption bereits für eine Dimerisierung geeignet ist. Diese Interpretation lässt
sich auch auf die DNA-Doppelhelix übertragen, in der erst Abweichungen von der idealen
Helix-Struktur eine Dimer-Bildung erlauben. In dieser Arbeit konnte damit eine grundlegende
Frage zur Photochemie von DNA-Molekülen gelöst werden, die für eine Interpretation von
Schadenshäufigkeiten und Mutationsmustern im Genom von zentraler Bedeutung ist.
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Abstract
Ultraviolet radiation can lead to photo-lesions and mutations in DNA, which can cause several
diseases, most notably skin carcinomas. The most abundant UV-induced photo-lesions result
from the formation of a cyclobutane ring between adjacent thymine bases (CPD-lesions).
Although the formation of these thymine dimers has been reported in the early 1960s, until
now neither the time scale of dimer formation nor the reaction mechanism has been resolved.
The focus of this work is on the investigation of photophysical and photochemical processes in
nucleic acids on the picosecond time scale.
Method: Pump-probe spectroscopy allows the investigation of ultrafast, photo-induced
processes. The applied spectrometer is based on a central femtosecond laser system. The
emitted short light pulses (800 nm, 90 fs) are converted via nonlinear processes into the
required spectral regions (ultraviolet pump: ∼ 270 nm, mid infrared probe: 3 - 10µm). In this
way the high-structure sensitivity of vibrational spectroscopy can be combined with a time
resolution in the sub picosecond regime.
Model systems: For the investigation of thymine dimer formation, two thymine derivatives
were chosen: the 18-mer all-thymine single strand (dT)18 and the mononucleotide thymidine-
5’-monophosphate. Additional experiments were performed on the all-adenine single strand
poly(A) and the mononucleotide adenine-5’-monophosphate, as adenine is the complementary
base of thymine in the DNA double helix.
Results on the photophysics of AMP and poly(A): While in AMP virtually all excited
adenine bases return to the vibrationally excited ground state via a fast, internal conversion
(< 1 ps), there is an additional population of long-lived, electronic states in poly(A), with
lifetimes in the 100 ps- and ns-regime. The population of these states correlates with the
amount of stacked bases in poly(A). This can be explained by the formation of excimer states.
The IR absorption of these states could be deduced in this paper for the first time.
Results on the photochemistry and photophysics of TMP and (dT)18: To resolve the
UV-induced formation of CPD-lesions, the characteristic IR absorption of thymine dimers
was determined from stationary irradiation experiments on (dT)18. Afterward the formation of
thymine dimers in (dT)18 was shown to occur within one picosecond (10−12 s) by comparing
the time resolved measurements on TMP and (dT)18. Long-lived electronic states (100 ps -
1 ns) do not lead to dimer formation. Therefore, the photoreaction can only take place if the
conformation of two bases at the moment of UV absorption is already suitable for dimeri-
zation. This interpretation can be transferred to the DNA double helix, in which deviations
from the ideal helix structure are necessary for dimer formation. In this work a fundamental
question of photochemical reactions in DNA is resolved, which is of central importance to the
understanding of the frequency of damage and mutation patterns in the genome.
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1 Einleitung
Fast alle Aspekte des Lebens sind auf molekularer Stufe organisiert;
wenn wir also die Moleküle nicht verstehen,
können wir über das Leben
nur sehr oberflächlich Bescheid wissen.
Francis Crick
Die Erkenntnisse über die molekularen Strukturen des Lebens gehören zu den größten Er-
rungenschaften des letzten Jahrhunderts [Atk06]. Sie erlauben Einblick in die komplexe
Organisation von Zellen und stellen das Prinzip der Replikation auf eine für alle lebenden
Organismen allgemein gültige Basis. Von besonderer Bedeutung ist dabei die Erkenntnis, dass
die Erbinformation in Form einer Nukleinsäure, der DNA („deoxyribonucleic acid“), auf mole-
kularer Ebene gespeichert ist. Die DNA repräsentiert damit den Genotyp, der die Information
für den Aufbau der anderen Funktionsträger (z.B. Proteine) bereit hält. Wie aber funktioniert
diese Datenspeicherung und was sind die molekularen Eigenschaften dieser Moleküle?
Die richtige Interpretation zur Art und Weise der Informationsspeicherung wurde erst durch
Strukturanalysen auf molekularer Ebene mit der Methode der Röntgenbeugung [Fri13, Lau13]
möglich. Basierend auf dieser Technik haben Experimente zur Struktur von DNA-Molekülen
durch Franklin und Wilkins und ihre Interpretation durch Watson und Crick entscheidend zum
Verständnis der Speicherung und der Umsetzung der genetischen Information beigetragen
[Fra53,Wil53,Wat53b]. Mit den in Folge durch Röntgenbeugung und Kernspinresonanzspek-
troskopie („nuclear magnetic resonance“, NMR) gewonnenen Strukturen von DNA-Sequenzen
und -Motiven [Ber77, Far93, Ber00, Ber03b] bietet sich uns heute ein detaillierter Blick auf
die statischen Eigenschaften der Erbinformation1. Die Nukleinsäure DNA setzt sich aus vier
unterschiedlichen Bausteinen, den sogenannten Nukleotiden zusammen, die zu langen Ketten
polymerisieren können. In der bekannten Doppelhelix-Struktur der DNA winden sich zwei
Nukleinsäure-Stränge um eine gemeinsame Achse und bilden ein langes fadenförmiges Ma-
kromolekül, in dem die Abfolge der Nuklein-Basen (Adenin, Guanin, Thymin, Cytosin) die
Erbinformation kodiert. Die Umsetzung der genetischen Informationen in funktionsfähige
Proteine erfordert zwei Schritte. Erstens die Transkription der DNA in eine komplementäre
RNA-Sequenz. Zweitens die Translation dieser Sequenz in eine Aminosäurenkette (Protein)
[Len61, Spe62b, Spe62a, Mat62]. Bei der Translation bilden drei aufeinander folgende Ba-
sen ein so genanntes Codon für eine von 20 verschiedenen Aminosäuren. Die Abfolge der
Aminosäuren bestimmt die Eigenschaften der Proteine.
Ein wesentlicher Schritt zum Verständnis des Lebens auf molekularer Stufe ist deshalb die
Erkundung der Basensequenz. Heute steht uns mit den im Rahmen des Humangenomprojekts
(„Human Genome Project“) durchgeführten Sequenzanalysen eine nahezu vollständige Infor-
mation über das menschliche Genom zur Verfügung [Ste04, Col04]. Damit verbindet sich die
1Viele dieser Strukturen sind in frei zugänglichen Datenbanken wie der „Protein Data Bank“ (PDB;
http://www.pdb.org/) hinterlegt.
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Hoffnung, nach und nach Teilsequenzen identifizieren zu können, die für bestimmte Merkmale
und Krankheiten verantwortlich sind [Ste04]. Auf diesem Weg sind jedoch noch viele Fragen
in Bezug auf die Lage der funktionsfähigen Gene2 und Wechselwirkungen, die eine Umsetzung
der Information bestimmen, offen. In Analogie zu einem Buch besteht das Problem darin, dass
die bloße Kenntnis der Abfolge der etwa 3 Milliarden Buchstaben (DNA-Basen) noch kein
Verständnis des Inhalts erlaubt. Die Menschheit ist gerade erst dabei, einzelne Zusammenhänge
und Querverweise in diesem Buch des Lebens zu verstehen.
Die Nukleinsäure DNA ist in den Zellen ständig schädlichen Faktoren ausgesetzt, die zu
Mutationen und damit zu einer Veränderung der genetischen Information führen können. Dazu
gehören externe Umwelteinflüsse wie hochenergetische Strahlung und chemische Substanzen,
aber auch Schäden während des normalen Zellstoffwechsels. Schätzungen gehen dabei von
etwa 104-106 Schäden pro Tag und Zelle im menschlichen Körper aus. Dies macht deutlich,
dass das Überleben des Organismus nur durch eine ständige Überprüfung der Erbinformation
und effiziente Reparaturmechanismen gewährleistet werden kann [Sch03a]. Treten dennoch
Mutationen auf, so kann dies bei der Umsetzung der Erbinformation zu funktionsunfähigen
Proteinen führen. Sind diese „fehlerhaften“ Proteine für die Kontrolle des Wachstums und der
Differenzierung von Zellen verantwortlich, können damit schwerwiegende Erkrankungen und
erste Schritte für die Entstehung von Krebs verbunden sein [Pon01].
T
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der UV-induzierten Bildung eines Thymin-Dimers zwischen
zwei benachbarten Thymin-Basen (T) in einer DNA-Doppelhelix. Diese Photoprodukte stellen in der
DNA die mit Abstand am häufigsten durch UV-Strahlung induzierten Schäden dar und können zu
Mutationen führen, in deren Folge es zum Beispiel zur Entstehung von Hautkrebs kommen kann. Die
Molekülstrukturen wurden anhand der PDB-Einträge 1COC und 1TTD von [McA98] mit dem Programm
VMD erstellt [Hum96].
Zu den gefährlichsten und allgegenwärtigen Umweltkarzinogenen gehört die solare UV-
Strahlung. Sie führt zu Schäden an der DNA und anderen Zellbestandteilen und wird neben
Hautkrebs [Kra97, dG01, Poo05, Nor07] zum Beispiel für die Unterdrückung von Immunreak-
tionen des Körpers [Cly01, Poo05] und verschiedene Augenleiden [dG03, And06] verantwort-
lich gemacht. Der häufigste durch UV-Strahlung induzierte Photoschaden in der DNA besteht
in der Bildung von Zyklobutan-Pyrimidin-Dimeren („cyclobutane pyrimidine dimer“, CPD)
[Byk98, Yoo00]. Bei diesem Schaden kommt es zur Bildung eines Zyklobutan-Rings zwischen
2Man geht heute von etwa 20000 - 25000 funktionsfähigen Genen aus.
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zwei benachbarten Pyrimidin-Basen in der DNA-Doppelhelix. Eine schematische Darstellung
dieser Reaktion für zwei benachbarte Thymin-Basen (T) ist in Abbildung 1.1 zu sehen.
Wie im Folgenden dargestellt, sind potentiell alle der UV-Strahlung der Sonne ausgesetzten
Organismen durch diese Art von Photoschäden gefährdet. Dabei hat sich gerade für den
Menschen die Gefährdung durch schädliche UV-Strahlung sowohl durch ein verändertes
Freizeitverhalten als auch durch die Zerstörung der Ozonschicht und den Klimawandel stark
erhöht.
UV-Strahlung, Photoschäden und Hautkrebs
Die Sonne bestimmt mit ihrer Strahlung das Klima auf der Erde und liefert neben der Wär-
mestrahlung auch die für die Photosynthese notwendige Lichtenergie im sichtbaren und
nahinfraroten Spektralbereich. Erst Anfang des 19. Jahrhunderts konnte gezeigt werden, dass
das Sonnenlicht nicht nur aus dem sichtbaren Spektrum und der Wärmestrahlung besteht, son-
dern auch einen zum sichtbaren Spektralbereich höherenergetischen Anteil mit Wellenlängen
kleiner 400 nm besitzt. Dieser wird als UV-Strahlung bezeichnet. Bis zu diesem Zeitpunkt
waren vor allem die positiven Eigenschaften des Sonnenlichts bekannt und wurden als Form
einer Heliotherapie für verschiedene Krankheitsbilder eingesetzt. Zum Beispiel waren Zusam-
menhänge zwischen der psychischen Verfassung und Sonnenlicht bereits zu Lebzeiten des
Hippokrates (ca. 460 - 370 v. Chr.) bekannt [Weh89].
Mit der Erfindung von Lichtquellen (z.B. Gasentladungslampen), die im UV-Bereich emit-
tieren, konnten die Effekte der UV-Strahlung in medizinischen Studien näher erforscht werden
[Hoc02]. Heute weiß man um die antibakterielle Wirkung und die wichtige Rolle der UV-
Strahlung bei der Synthese des Vitamin D3 für den Menschen [Moa08]. Für die Synthese des
Vitamins ist allerdings nur eine relativ geringe Strahlendosis notwendig [Gil07]. Zum Beispiel
wird in Deutschland für die hellhäutige Bevölkerung eine Empfehlung von etwa 15 Minuten
indirekter Sonneneinstrahlung auf Hände und Gesicht pro Tag ausgesprochen [ADP07]. Im
Laufe des 20. Jahrhunderts wurde anhand von Tierversuchen deutlich, dass der UV-Anteil des
Sonnenlichts, neben seinen heilsamen Aspekten, auch für eine Reihe von Krankheitsbildern
wie Hautkrebs verantwortlich ist [Hoc02]. Als Ursache werden dafür vor allem photoinduzierte
Prozesse und Schäden an der DNA diskutiert, die in diesem Spektralbereich einen Hauptabsor-
ber für die UV-Strahlung darstellt. Der ultraviolette Spektralbereich wird basierend auf seiner
biologischen Wirksamkeit in drei Bereiche unterteilt3:
• UVA (315 - 400 nm): Dieser Spektralbereich wird nur unwesentlich von der Atmosphäre
absorbiert. Da die Nukleinsäure DNA in diesem Spektralbereich praktisch keine Absorp-
tion zeigt, können Schäden an der DNA nur durch die Sensibilisierung anderer Moleküle
und indirekte Prozesse induziert werden.
• UVB (280 - 315 nm): Ozon und andere Bestandteile der Atmosphäre absorbieren in
diesem Bereich einen Großteil der solaren Strahlung. Der Anteil der die Erdoberfläche
erreicht kann jedoch direkt durch die DNA absorbiert werden und zu Photoschäden
führen.
3Die hier vorgenommene Unterteilung bezieht sich auf die Vorgaben gemäß der „International Comission on
Illumination“, CIE 1999.
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• UVC (100 - 280 nm): Dieser Spektralbereich wird praktisch vollständig durch die
Ozonschicht in der Atmosphäre absorbiert. Die DNA besitzt in diesem Bereich ein
Absorptionsmaximum bei etwa 260 nm.
In Abbildung 1.2 sind die spektralen Anteile der solaren UV-Strahlung außerhalb der Erdatmo-
sphäre und auf der Erdoberfläche, sowie deren Eindringtiefe in menschliche Haut dargestellt.
Zusätzlich sind die Absorptionsspektren von DNA-Molekülen und den in der Atmosphäre vor-
handenen Ozon-Molekülen gezeigt. Während der UVB-Anteil im Wesentlichen bereits in der
Oberhaut absorbiert wird, kann der UVA-Anteil bis in die unteren Hautschichten (Lederhaut
und Unterhaut) eindringen [You00]. Der schützende Effekt der Ozonschicht für das Leben auf
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Abb. 1.2: (A) Schematische Darstellung der Eindringtiefe der solaren UV-Strahlung durch die Erdatmo-
sphäre und die menschliche Haut. Während der UVC-Anteil der Strahlung bereits in der Ozonschicht
der Atmosphäre absorbiert wird, können Teile der UVB-Strahlung und die UVA-Strahlung die Erdober-
fläche erreichen. Der UVB-Anteil wird im Wesentlichen in der Oberhaut absorbiert. Dagegen kann
der UVA-Anteil bis in die Unterhaut eindringen. Beide Wellenlängenbereiche können zu Schäden
an der Strukturen der Hautzellen führen. (Abdruck mit freundlicher Genehmigung durch [ADP07]).
(B) Darstellung der Absorptionspektren von Ozon- (dunkelblau) und DNA-Molekülen (schwarz) im
Vergleich zur Strahlungsintensität der solaren Strahlung außerhalb der Atmosphäre (hellblau) und auf
der Erdoberfläche (türkis) [Tay94]. Die relativ große Übereinstimmung der spektralen Absorptionseigen-
schaften zwischen DNA- und Ozon-Molekülen im UVC-Bereich des Spektrums machen die Bedeutung
der Ozonschicht für das Leben auf der Erde deutlich. Sie verhindert das Auftreffen der UVC-Strahlung
und reduziert den Anteil der UVB-Strahlung erheblich. Eine Veränderung der Ozonkonzentration in der
Stratosphäre wirkt sich direkt auf den Anteil der die Erdoberfläche erreichenden UVB-Strahlung aus.
Aufgrund der Absorption der DNA-Basen in diesem Bereich kann es zu direkt induzierten Schäden an
der Erbinformation kommen. Der UVA-Anteil wird durch die Atmosphäre nur gering beeinflusst und
kann über Sekundärprozesse zu Schäden an der DNA führen.
der Erde wird dabei beim Vergleich der Absorptionsspektren von Ozon- und DNA-Molekülen
in Abbildung 1.2 B deutlich. Durch die Ozon-Moleküle wird neben dem sehr energiereichen
UVC-Anteil, in dem das Absorptionsmaximum der DNA liegt, auch ein großer Anteil der
UVB-Strahlung absorbiert. Dagegen wird der UVA-Bereich durch die Ozonschicht nur unwe-
sentlich beeinflusst und kann über Sekundärprozesse (z.B. freie Radikale, Oxidationsprodukte,
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Photosensibilisierung) die DNA schädigen [Gni96, Cad97, Rav01, Nis06, Mou06]. Die mit
Abstand am häufigsten durch UV-Strahlung induzierten DNA-Schäden sind jedoch die bereits
in Abbildung 1.1 dargestellten CPD-Schäden.
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Abb. 1.3: (A) Schematische Darstellung der menschlichen Haut und die durch UV-Strahlung induzierten
Prozesse. Die langwelligere UVA-Strahlung dringt tiefer in das Gewebe ein als die UVB-Strahlung.
Beide Wellenlängenbereiche können zu Schäden in den Hautzellen führen. Abdruck mit freundlicher
Genehmigung durch [ADP07]. (B) Vergleich der Wirkungskurve für die Bildung von Hautkarzinomen
(schwarz) mit dem Wirkungsspektrum für die Bildung von CPD-Schäden (rot) in der DNA [dG94, Fre89]
(nach [dG99]).
Es gibt eine ganze Reihe von Haut-Effekten, die auf die Exposition mit UV-Strahlung
zurückgeführt werden können. Abbildung 1.3 A illustriert einige davon. Die Wirkungen der
UV-Strahlung reichen dabei von einer offensichtlichen Hautrötung (Gefäßerweiterung), der
Zerstörung von Kollagen und einer vorzeitigen Hautalterung bis zu einem Absterben und
Abstoßen der betroffenen Hautzellen („Erythema solare“, Sonnenbrand)4. Für die Entstehung
von Sonnenbrand wird vor allem die energiereiche UVB-Strahlung und damit die Bildung
von CPD-Schäden verantwortlich gemacht [You98,McK04]. Etwa 105 CPD-Schäden in der
DNA von Epidermis-Zellen reichen, nach einer UV-Dosis von etwa 500 J/m2, aus, um eine
Hautrötung auszulösen [Byk98]. Ist eine Reparatur von Schäden nicht mehr in ausreichendem
Maße möglich, wird in der Regel der programmierte Zelltod (Apoptose5) eingeleitet. Fällt
dieser regulierende Mechanismus aus, können sich, als Folge der Photoschäden, Mutationen
anhäufen, durch die es zur Entstehung von Krebs kommen kann [Set74, Tay94, Kra97, dG99,
dG01, Nis06].
Bereits Ende des 19. Jahrhunderts wurde von Medizinern ein Zusammenhang zwischen
Hautkrebs und regelmäßiger Sonnenbestrahlung vermutet und Anfang des 20. Jahrhunderts
durch Tierversuche bestätigt [Fin28, Hoc02]. Hautkrebs gehört zu den häufigsten Krebsarten
4Erythema (griech.) = Röte, Entzündung. Dermatologischer Ausdruck für eine entzündungsbedingte Hautrötung,
die durch eine Gefäßerweiterung hervorgerufen wird.
5Apoptosis (griech.) = der Niedergang
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unter Menschen mit nordeuropäischer Abstammung und ist die bei weitem häufigste Krebsart
für diese Menschen, wenn sie in subtropischen Gegenden der USA oder Australien leben
[dG03]. Dabei wird zwischen verschiedenen Hautkrebsarten unterschieden. Zu den am häufigs-
ten auftretenden Hauttumoren gehören das Basalzellenkarzinom und Plattenepithelkarzinom6.
Beide Tumorarten treten vorwiegend bei älteren Menschen auf und sind mit der kumulativen
Strahlendosis verknüpft, der die Haut im Laufe des Lebens ausgesetzt war. Dem gegenüber
entwickelt sich das wesentlich gefährlichere und oft tödlich verlaufende maligne Melanom
(schwarzer Hautkrebs)7 häufig bereits im mittleren Lebensalter. Das Auftreten der beiden
Karzinome scheint eindeutig mit einer im Laufe des Lebens zu hohen Strahlendosis im UVB-
Bereich verknüpft zu sein. Dies wird in Abbildung 1.3 B eindrucksvoll durch die sehr gute
Übereinstimmung der Wirkungsspektren für die Induktion von Hautkarzinomen und die direkte
Schädigung der DNA (CPD-Schäden, rot) deutlich gemacht. Diese UV-induzierten Schäden
können zu Mutationen führen, deren UV-Signatur in bestimmten Genen (z.B. p53) von Haut-
krebspatienten mit Basalzellenkarzinom nachgewiesen werden konnte [Bes05]. Im Gegensatz
dazu sind die genauen Ursachen für die Entstehung des malignen Melanoms bisher noch nicht
eindeutig geklärt. Allerdings deuten auch hier Studien auf einen Zusammenhang mit den durch
UVB- und UVA-Strahlung verursachten Photoschäden hin [Set93, Kra97, Bes05, Woo06].
Vor allem der UVA-Bereich wurde aufgrund seiner geringen Sonnenbrand-Wirkung in dieser
Hinsicht bisher unterschätzt8.
Gefahren durch Freizeitverhalten und Klimawandel
Das Leben auf der Erde hat sich notwendigerweise auf die solare UV-Belastung eingestellt.
Zum Beispiel besitzt unsere Haut einige aktive und passive Schutzmechnismen [Nie06,Wic07],
wobei die Empfindlichkeit der Haut stark vom entsprechenden Hauttyp und der Fähigkeit
zur Bräunung abhängig ist. Eine gute Zusammenfassung zu diesen Mechanismen und deren
Ursachen findet sich in [Cly01,McK04,Wic07,Bre07]. Neuere Studien deuten darauf hin, dass
die Bildung von CPD-Schäden und die dadurch erforderlichen Reparaturmechanismen in den
Zellen auch für die Exprimierung von Melanin durch Melanozyten und die Pigmentbildung, d.h.
die Bräunung verantwortlich sind [Vin01]. Dabei scheint eine Genmutation für die mangelnde
Bräunungsfähigkeit der rothaarigen Bevölkerungsanteile verantwortlich zu sein [Wic07]. Eine
„gesunde“ Bräune durch UV-Strahlung ist nicht ohne eine vorhergehende Schädigung der
DNA möglich. Vor allem die hellhäutige Bevölkerung sieht sich einer zunehmenden Rate von
Hautkrebserkrankungen gegenüber, die sich in den letzten 40 Jahren mehr als verdoppelt hat.
Wie lässt sich diese Entwicklung erklären?
Einen großen Anteil an dieser Entwicklung hat mit Sicherheit das Freizeitverhalten und das
Ideal einer gebräunten Haut9, das sich mit der Entstehung von Freibädern, dem Aufkommen
des Breitensports und der Einrichtung von Sonnen-, Licht- und Luftbädern um 1920 als neues
6Schätzungen gehen für Deutschland von etwa 100 Fällen pro 100000 Einwohner und Jahr [GEK06] für diese
beiden Tumorarten aus.
7Etwa 14000 Neuerkrankungen pro Jahr in Deutschland [GEK06].
8Das Maximum im Wirkungsspektrum liegt für Sonnenbrand bei etwa 300 nm. Im langwelligen UVA-Bereich
ist die Erythem-Wirksamkeit dagegen um 2-3 Größenordnungen niedriger [Prz99].
9Coco Chanel war die erste Modedesignerin, die gebräunte Haut als Trend und neues Schönheitsideal vermittelte
[Hoc02].
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Schönheitsideal durchzusetzen begann. Mit dem Sonnen- und Bade-Tourismus in den 60er
Jahren wurde eine gebräunte Haut zum Symbol für Attraktivität, Erfolg und Gesundheit. Gerade
junge Menschen setzen sich deshalb oft viel zu hohen Strahlendosen beim Sonnenbanden oder
in Solarien aus und erreichen so bereits sehr früh das von den Hautzellen noch verkraftbare Maß
an Strahlenschäden in der Haut. In diesem Zusammenhang wird gerne von einem individuellen
„UV-Konto“ gesprochen, das einen Menschen sein ganzes Leben lang begleitet. Auch der
unsachgemäße Einsatz von Sonnencremes stellt ein Problem dar. Da Sonnencremes in der
Vergangenheit oft nur den UVB-Anteil unterdrückten, der aufgrund der hohen Schadensraten
relativ schnell zu einem Sonnenbrand führt, haben sich viele einer übermäßigen Strahlungsdosis
ohne entsprechenden UVA-Schutz ausgesetzt. Die Erkenntnis, dass Bräunung immer ein
Zeichen für eine zuvor erfolgte Schädigung, die natürliche, individuelle Hautfarbe hingegen
ein Zeichen für Gesundheit sein kann, beginnt sich erst langsam durchzusetzen.
Neben den Freizeit-Gewohnheiten und Idealen ist die steigende Anzahl an Hautkrebserkran-
kungen aber auch mit den durch den Menschen verursachten Umweltveränderungen verknüpft.
Mitte der 1970er Jahre wurde entdeckt, dass Produkte der chemischen Industrie — vor allem
die Fluorchlorkohlenwasserstoffe (FCKW’s) — zu einer Zersetzung von Ozon-Molekülen in
der Stratosphäre beitragen10. Bereits damals wurde eine daraus resultierende Gefährdung für
den Menschen erkannt und erste Szenarien für die Auswirkungen auf das Leben auf der Erde
diskutiert [Mol74,Mau76]. Wie der Vergleich zwischen der Absorption von Ozon-Molekülen
und der DNA in Abbildung 1.2 B zeigt, wirken sich Änderungen in der Konzentration der
schützenden Ozon-Schicht direkt auf den Anteil der schädlichen UVB-Strahlung auf der Erd-
oberfläche aus. In neueren Hochrechnungen wird dabei zum Beispiel bei einer Reduktion der
Ozon-Konzentration von x% mit einer Erhöhung der Hautkrebsfälle von bis zu 3x% gerechnet
[Sla96, dG99].
Obwohl im Laufe von gut 30 Jahren durch internationale Abkommen (Vienna Protokoll 1985,
Montreal Protokoll 1987) eine deutliche Reduktion von Ozon zerstörenden Produkten erreicht
wurde [Pra96], haben wir es heute mit einer in einigen Bereichen der Erde extremen Abnahme
der Ozonkonzentration (Antarktis, Australien) und Zunahme schädlicher UV-Strahlung zu tun.
Die Auswirkungen auf das Leben auf der Erde sind Gegenstand internationaler Forschungs-
aktivitäten, deren Ergebnisse zum Beispiel von den Vereinten Nationen („United Nations
Environmental Programm / Environmental Assessment Panel“, UNEP / EEAP) in regelmäßi-
gen Abständen veröffentlicht werden. Einen sehr guten Überblick zu den mit der Zerstörung der
Ozonschicht verknüpften Auswirkungen auf die Umwelt geben zum Beispiel [Fah06, Auc07].
Aufgrund der vorangegangenen Zerstörung der Ozonschicht werden wir bis Mitte des
21. Jahrhunderts mit einer deutlich erhöhten Strahlung im UVB-Bereich leben müssen [Bro99,
McK99, McK07]. Da die auf der Erdoberfläche auftreffende UVB-Strahlung auch von der
künftigen Klimaentwicklung in Bezug auf Aerosole und die Wolkenbedeckung abhängig ist,
besteht zur Zeit eine große Unsicherheit darüber, wie sich die Erholung der Ozonschicht auf
die effektive UVB-Strahlenbelastung auswirkt. Zusätzlich könnte sich durch die Klimaerwär-
mung die Erholung der Ozonschicht deutlich verlangsamen. Diese Annahme beruht auf einem
Modell, nach dem es bei der Klimaerwärmung (in der Troposphäre) zu einer Erniedrigung
der Temperatur in der Stratosphäre kommt [dG03]. Dies könnte vor allem in der nördlichen
10Nobelpreis 1995 an Paul J. Crutzen, Mario J. Molina und Frank Sherwood Rowland — für ihre Arbeiten zur
Chemie der Atmosphäre, insbesondere über Bildung und Abbau von Ozon.
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Abb. 1.4: (A) Prognose für den weiteren Verlauf der Ozon-Konzentration (60◦S - 60◦N) im
21. Jahrhundert. Die Angaben beziehen sich auf die beobachteten und berechneten Abweichungen
zur Ozon-Konzentration von 1980 [IPC05, McK07]. (B) Prognose für die Zunahme der Hautkrebser-
krankungen in westlichen Nordeuropa mit und ohne verzögerte Erholung der Ozon-Schicht durch dem
Klimawandel [Kel02, dG03]. Abdruck mit Erlaubnis durch „The Royal Society of Chemistry (RSC) on
behalf of the European Society for Photobiology and the European Photochemistry Association“.
Hemisphäre über der Arktis zu einer Erhöhung der Effizienz der Ozon abbauenden chemischen
Prozesse führen [Mue97, Shi98]. Ausführliche Darstellungen zu den bisher bekannten Zusam-
menhängen zwischen dem Treibhausgas Ozon in der Stratosphäre und der Klimaerwärmung
finden sich auch in den im Jahr 2007 veröffentlichten „IPCC-Berichten“ („International Panel
on Climate Change“, IPCC) zum Klimawandel [IPC07].
In Abbildung 1.4 A sind die bisher beobachtete Abnahme des Ozongehalts für die mittleren
Breiten und der prognostizierte Verlauf bis zur Mitte des 21. Jahrhunderts dargestellt. Die
Breite der Verteilung (blaue Schattierung) macht die große Unsicherheit über die weitere
Entwicklung deutlich. Abbildung 1.4 B zeigt den Verlauf der durch die erhöhte UV-Strahlung
zu erwartenden zusätzlichen Hautkrebserkrankungen bis zum Jahr 2100. Da die Bildung von
Hautkarzinomen auf eine kumulative Strahlendosis während des Lebens zurückgeführt wird,
reagiert die Anzahl der zusätzlichen Krebserkrankungen zeitlich deutlich verzögert auf die
Umweltveränderungen. In der Darstellung ist der prognostizierte Verlauf der zusätzlichen
Hautkrebserkrankungen einmal mit und einmal ohne verzögerte Erholung der Ozonschicht
durch die Klimaerwärmung gezeigt.
Diese Studien machen deutlich, dass die Menschheit ein globales Experiment durchführt,
dessen Ausgang noch weitgehend ungewiss ist. Dabei rücken zunehmend die Auswirkungen
des Klimawandels auf die Ökosysteme in den Vordergrund. Denn neben den direkten gesund-
heitlichen Aspekten für den Menschen sind vor allem die noch unklaren Auswirkungen auf die
Ökosysteme in den Meeren, die am Anfang der Nahrungskette stehen (z.B. Phytoplankton11)
eine große Bedrohung. Waren viele Ökosysteme bisher zum Teil durch eine Eisschicht vor
einer zu hohen UV-Belastungen geschützt, finden sie sich nun im Rahmen der Erderwärmung
und des Schmelzens des Eises zunehmend der gefährlichen UV-Strahlung ausgesetzt. Wie
diese Organismen auf die veränderten Umweltbedingungen reagieren bleibt abzuwarten.
11Phytoplankton ist der größte Produzent von Biomasse in den Meeren und bildet die Basis der Nahrungskette.
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Ziele und Gliederung der Arbeit
Die einleitenden Abschnitte zu den durch UV-Strahlung verursachten Schäden in der DNA
machen deutlich, dass der Photophysik und der Photochemie dieser Moleküle eine große
Bedeutung für ein Verständnis des Lebens auf molekularer Ebene zukommt. Die genetische
Information ist seit Milliarden von Jahren dieser Strahlung ausgesetzt, und es stellt sich die
Frage, ob die zur Speicherung der Erbinformation verwendeten Nukleinbasen im Laufe der
Evolution auf eine möglichst hohe Photostabilität hin selektiert wurden, bzw. welche Mecha-
nismen die Natur zum Schutz vor Photoschäden verwendet. Diese Fragestellung war lange Zeit
die Motivation für experimentelle Studien zur Photophysik angeregter Zustände in Nukleinsäu-
ren, da diese Prozesse am Anfang einer Kette von Reaktionen stehen, die zu Photoschäden
führen. Tatsächlich zeigen Untersuchungen an einzelnen DNA-Basen eine erstaunlich hohe
Photostabilität, die bisher vor allem auf sehr schnelle elektronische Desaktivierungsprozesse im
Bereich von wenigen hundert Femtosekunden (1 fs = 10−15 s) zurückgeführt wurden [CH04a].
Experimente, die eine Zeitauflösung in diesem Zeitbereich erlauben, wurden erst durch
laserbasierte Anreg-Abtast-Experimente mit kurzen Lichtimpulsen realisierbar. Grundlage
dieser Spektroskopie-Technik sind kurze Lichtimpulse, die zum einen eine Photoreaktion
auslösen (Anregung) und zum anderen die bei dieser Reaktion ablaufende Absorptionsän-
derung durch einen zweiten Lichtimpuls abtasten können (Abfrage). Basierend auf einem
Femtosekunden-Lasersystem gelang es Pecourt und Mitarbeitern im Jahr 2000 erstmals, die
Lebensdauer elektronisch angeregter DNA-Moleküle auf der Subpikosekunden-Zeitskala
direkt zu beobachten [Pec00]. In Folge wurde eine Reihe weiterer Experimente mit zeitauf-
gelöster UV/Vis- und Fluoreszenz-Spektroskopie an einzelnen DNA-Bausteinen und kurzen
DNA-Sequenzen durchgeführt. Eine gute Zusammenfassung der Experimente zur Photophysik
von DNA-Bausteinen findet sich zum Beispiel in [CH04a]. Vor allem neuere Studien zur
Photophysik von DNA-Molekülen zeigen jedoch, dass offenbar die schnelle Desaktivierung
einzelner DNA-Basen alleine nicht ausreicht, um die beobachtete hohe Photostabilität von
DNA-Molekülen zu erklären. Denn sowohl bei bestimmten DNA-Nukleotiden als auch bei
kurzen DNA-Sequenzen und Basenpaaren wurden langlebige angeregte elektronische Zustände
nachgewiesen, die an photochemischen Reaktionen beteiligt sein könnten. Die Untersuchung
photochemischer Prozesse in DNA-Molekülen wird durch zwei Punkte wesentlich erschwert:
1. Die hohe Photostabilität der DNA äußert sich durch sehr geringe Quantenausbeuten für
die Photoprodukte. Aus diesem Grund müssen in den zeitaufgelösten Experimenten sehr
kleine Signaländerungen nachgewiesen werden, was zu sehr hohen Anforderungen in
Bezug auf die Sensitivität der Experimente führt.
2. Im ultravioletten und sichtbaren Spektralbereich, in dem in der Vergangenheit die meisten
Experimente durchgeführt wurden, überlagern sich die Absorptionen verschiedener
elektronischer Zustände, die eine eindeutige Zuordnung bei der Dateninterpretation
verhindern können. Zudem kann es sein, dass mögliche Photoprodukte im experimentell
zugänglichen Spektralbereich nicht absorbieren und dadurch kein direkter Nachweis
möglich ist.
Diese Schwierigkeiten treten auch bei der Untersuchung der Bildung von CPD-Schäden auf
[CH05]. Obwohl bereits seit 1960 bekannt, konnte bis heute weder die Zeitskala der Bildung
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noch der zugrunde liegende Mechanismus für diese Reaktion in der DNA nicht eindeutig
geklärt werden.
In dieser Arbeit werden die photophysikalischen und photochemischen Prozesse, die zu die-
sen Schäden führen, erstmals mit zeitaufgelöster IR-Spektroskopie untersucht. Diese Technik
verbindet die hohe Struktursensitivität der Schwingungs-Spektroskopie mit einer Zeitauflösung
im Sub-Pikosekunden-Bereich. Primäres Ziel ist dabei die Aufklärung der Zeitskala, auf der die
Bildung von CPD-Schäden in der DNA stattfindet, bzw. welche elektronischen Zustände daran
beteiligt sind. Die Experimente werden dabei an speziellen Modell-Systemen durchgeführt,
die eine eindeutige Zuordnung der ablaufenden Prozesse erlauben. Zu diesem Zweck werden
Monomere, die eine detaillierte Analyse der Eigenschaften einzelner DNA-Basen ermöglichen,
mit einzelsträngigen Nukleinsäureketten verglichen, und der Einfluss der Wechselwirkung
zwischen benachbarten DNA-Basen analysiert. Für die Untersuchung der Bildung von CPD-
Schäden wird das komplexe Makromolekül DNA auf das einzelsträngige Thymin-Oligomer
(dT)18 reduziert. Gleichzeitig werden die photophysikalischen Eigenschaften des Mononukleo-
tids Thymidin-5’-Monophosphat (TMP) untersucht. Als Ergänzung zu diesen Modellsystemen
werden zwei Adenin-Derivate betrachtet. Adenin ist die zu Thymin komplementäre Base in der
DNA-Doppelhelix und die Experimente am Adenin-Homopolymer poly(A) und dem Adenosin-
Mononukleotid AMP liefern dadurch die Grundlage für IR-Experimente an doppelsträngigen
DNA-Molekülen. Die vorliegende Arbeit gliedert sich wie folgt:
Kapitel 2 erläutert die für das Verständnis der Eigenschaften und der Funktion von Nuklein-
säuren notwendigen Grundlagen. Neben einem Überblick zu Aufbau und Struktur der
Nukleinsäuren wird dabei auf die Umsetzung der Erbinformation in Zellen und die für
Schäden und Mutationen verantwortlichen Prozesse eingegangen. Diese Ausführungen
richten sich im Speziellen auf die durch UV-Strahlung induzierten Schäden und deren
biologische Bedeutung. Der letzte Abschnitt gibt einen Überblick zum aktuellen Stand
der Forschung über die photophysikalischen und photochemischen Eigenschaften der
Nukleinsäuren und die Bildung von CPD-Schäden.
Kapitel 3 erklärt das Prinzip der Anreg-Abtast-Spektroskopie und beschreibt die in dieser Ar-
beit verwendeten experimentellen Aufbauten. Dazu gehört das auf einem Femtosekunden-
Lasersystem basierende IR-Spektrometer und ein für stationäre Messungen verwendetes
Fourier-Transform-IR-Spektrometer. In diesem Kapitel wird zudem auf den Messablauf,
die experimentellen Parameter und die Datenauswertung eingegangen. Ein weiterer
Abschnitt befasst sich mit den für Anreg-Abtast Experimente typischen Signalbeiträgen
bei Anregung mit intensiven UV-Impulsen.
Kapitel 4 beschreibt die in dieser Arbeit untersuchten Moleküle und diskutiert die stationären
Absorptionseigenschaften der Moleküle. Ein eigener Abschnitt widmet sich stationären
Belichtungsexperimenten im UV-Bereich, mit deren Hilfe die IR-Signatur von Photo-
schäden nachgewiesen wird.
Kapitel 5 zeigt die Messergebnisse der zeitaufgelösten IR-Experimente. Dabei werden zu-
nächst die in den zeitaufgelösten IR-Messungen auftretenden IR-Signaturen am Beispiel
des Mononukleotids AMP untersucht und mit den Messungen am Homopolymer poly(A)
verglichen. Anschließend werden die Messungen am Oligomer (dT)18 und demMonomer
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TMP betrachtet. Basierend auf den Ergebnissen aus Kapitel 4 erfolgt eine Diskussion der
Messergebnisse in Bezug auf die Bildung von Thymin-Dimeren. Ein weiterer Abschnitt
befasst sich mit dem Nachweis der in TMP und (dT)18 auftretenden elektronischen
Zuständen.
Kapitel 6 stellt ein Modell für die Bildung von Thymin-Dimeren in (dT)18 vor. Es folgt
eine Diskussion der an den Modellsystemen gewonnenen Ergebnisse in Bezug auf
ihre Relevanz für die DNA-Doppelhelix und der damit verbundenen konformationellen
Einschränkungen.
Kapitel 7 gibt eine Zusammenfassung der Arbeit und der experimentellen Ergebnisse sowie
einen kurzen Ausblick zu der biologischen Bedeutung der Ergebnisse und den Einsatz
der zeitaufgelösten IR-Spektroskopie in Bezug auf weitere Fragestellungen.
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2 Nukleinsäuren: Aufbau, Funktion und
Eigenschaften
In jeder Zelle eines Organismus ist die gesamte Erbinformation in Form einer Desoxyribo-
nukleinsäure („Deoxyribonucleic acid“, DNA)1 gespeichert und wird den Anforderungen
entsprechend umgesetzt. Schäden an diesen Molekülen bedrohen die Funktionalität der Zellen
und entscheiden über das Überleben eines Organismus. Der erste Abschnitt dieses Kapitels
gibt eine Einführung zu Aufbau, Struktur und Funktion dieser Makromoleküle. Im zweiten
Abschnitt werden mögliche DNA-Schäden beschrieben, sowie deren Folgen und Reparatur-
Mechanismen erläutert. Der letzte Abschnitt bietet einen Überblick zur Photophysik und
Photochemie der Nukleinsäuren sowie eine ausführliche Beschreibung zum Stand der For-
schung in Bezug auf die Bildung von CPD-Schäden zwischen Thymin-Basen.
2.1 Aufbau und Funktion von Nukleinsäuren
Lange Zeit war unklar, welche Strukturen in den Zellen für die Weitergabe der geneti-
schen Information von der einen zur nächsten Generation verantwortlich sind. Erst Mitte
des 20. Jahrhunderts konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Information nicht, wie bis
dahin angenommen, in Proteinen, sondern in den relativ einfach aufgebauten Nukleinsäuren
gespeichert ist [Ave95, Her52]. Nukleinsäuren sind lange unverzweigte Polymere, die sich aus
vier Grundbausteinen zusammensetzen. In der DNA kodiert die Abfolge dieser Bausteine die
Erbinformation. Die Anordnung der Erbinformation in einer Doppelhelix aus zwei komple-
mentären DNA-Strängen ist sowohl für die Weitergabe der Erbinformation als auch für die
Umsetzung der Information zum Aufbau von Zellstrukturen bestens geeignet. Ausführliche
Darstellungen zu Aufbau und Funktionsweise der DNA und anderen Nukleinsäuren finden
sich zum Beispiel in [Ber03a, Alb04, LG06].
2.1.1 Molekularer Aufbau
Die Strukturaufklärung der Nukleinsäuren beginnt im 19. Jahrhundert. 1868 konnte der Medi-
ziner Friedrich Miescher einen Bestandteil aus den Kernen weißer Blutkörperchen isolieren
[Mie71], der sich durch seinen hohen Phosphatgehalt deutlich von den bereits bekannten Pro-
teinen unterschied. Er nannte dieses Material Nuklein 2. Richard Altman konnte 1889 erstmals
protein-freies Material isolieren und benannte es entsprechend seiner „sauren“ Eigenschaften in
1Während im wissenschaftlichen Sprachgebrauch meist die englische Abkürzung DNA für die Desoxyribonu-
kleinsäure verwendet wird, ist im deutschen Sprachraum auch die Abkürzung DNS in Gebrauch.
2Nucleus (lat.) = Kern
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Nukleinsäure um. In den folgenden Jahren wurden unter anderem durch Albrecht Kossel3 weite-
re Details der chemischen Zusammensetzung aufgeklärt. Dabei wurden die organischen Basen
Adenin, Guanin, Thymin, Cytosin und Uracil isoliert und als Bestandteile der Nukleinsäuren
identifiziert [Kos03a, Kos03b, Asc00]. Mit der Identifizierung von zwei unterschiedlichen
Zuckerkomponenten, einer D-Ribose und einer 2’-Desoxy-D-Ribose durch Phoebus Levene
waren 1929 schließlich alle Komponenten der Nukleinsäuren bekannt [Lev08, Lev29]. Levene
prägte den Begriff Nukleotid für die Bausteine der Nukleinsäuren, die sich aus einem Phosphat,
einem Zucker und einer Base zusammensetzen.
In Abbildung 2.1 sind diese Moleküle schematisch dargestellt. Die organischen Basen lassen
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Abb. 2.1: (A) Schematische Darstellung und Einteilung der in Nukleinsäuren vorkommenden orga-
nischen Basen. (B) Nukleotide bilden die Grundbausteine der Nukleinsäuren und setzen sich aus
einem Phosphat, einem Zucker und der jeweiligen Base zusammen. DNA- und RNA-Moleküle un-
terscheiden sich in der Form des Zuckers und der verwendeten Basen. (C) Die Verknüpfung der
Nukleotide zu Polymeren erfolgt über Ester-Bindungen zwischen der 3’-Hydroxy-Gruppe des einen
und der 5’-Phosphat-Gruppe des nächsten Nukleotids. Die resultierende Basensequenz wird vom 5’-
zum 3’-Ende des Zuckers gelesen. Unter physiologischen Bedingungen sind die Phosphatgruppen
deprotoniert und für den anionischen Charakter der Moleküle verantwortlich.
3Nobelpreis 1910 an Albrecht Kossel — in Anerkennung des Beitrages, den seine Arbeiten über Eiweißstoffe
einschließlich der Nukleine für unsere Kenntnis der Chemie der Zelle geleistet haben.
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sich in zwei Klassen einteilen. Adenin (A) und Guanin (G) sind Purin-Derivate, Cytosin (C),
Thymin (T) und Uracil (U) gehören dagegen zur Klasse der Pyrimidine (siehe Abbildung
2.1 A)4. Die Basen sind im Nukleotid (siehe Abbildung 2.1 B) über das N9-Atom der Purin-
oder über das N1-Atom der Pyrimidin-Basen mit dem C1’-Atom eines ringförmigen Zuckers
(Pentose) verknüpft (N-Glykosid-Bindung). An das C5’-Atom des Zuckers ist im Nukleo-
tid ein Phosphat gebunden. Unter physiologischen Bedingungen ist diese Phosphatgruppe
deprotoniert und für den anionischen Charakter der Moleküle verantwortlich. Es existieren
zwei Hauptgruppen von Nukleinsäuren, die sich in der Art des Zuckers und der verwendeten
Basen unterscheiden. Die Ribonukleinsäure ("Ribonucleic acid", RNA) enthält eine Ribose,
die Desoxy-Ribosenukleinsäure ("Deoxyribonucleic acid", DNA) eine Desoxy-Ribose als
Zuckereinheit. In der Desoxy-Ribose ist die Hydroxy-Gruppe in der 2’-Stellung der Ribose
durch ein Wasserstoffatom ersetzt. Während die Basen Adenin, Guanin und Cytosin sowohl
in RNA als auch in DNA verwendet werden, wird Thymin nur in DNA, Uracil nur in RNA
eingesetzt. Die Polymerisation der Nukleotide (siehe Abbildung 2.1 C) erfolgt über eine
Ester-Bindung zwischen der 3’-Hydroxy-Gruppe des einen und der 5’-Phosphat-Gruppe des
nächsten Nukleotids. Im Polymer wird die lineare Sequenz der Nukleotide allgemein durch
einen Einbuchstaben-Kode, der die Basen repräsentiert, abgekürzt, und vom 5’- zum 3’-Ende
bezüglich der Zuckerkomponente gelesen.
Nukleotide werden nicht nur zum Aufbau von DNA- oder RNA-Molekülen verwendet.
Sie fungieren zum Beispiel auch als Energiespeicher (Adenosin-5’-Tri-Phosphat, 5’-ATP),
dienen als Signalüberträger (zyklisches Adenosin-Mono-Phosphate, cAMP) oder erfüllen als
Coenzyme (Coemzym A, CoA) lebensnotwendige Funktionen in der Zelle [Ber03a, Alb04].
Die speziellen Aufgaben, die von DNA- und RNA-Molekülen übernommen werden, sind eng
mit ihrer dreidimensionalen Struktur verknüpft. Der Zusammenhang zwischen Struktur und
Funktion wird deshalb im nächsten Abschnitt näher erläutert.
2.1.2 Struktur und Funktion
Obwohl die chemische Zusammensetzung der Nukleinsäuren nach 1929 bekannt war, gab
es noch keine Antwort auf die Frage, wie die genetische Information in diesen Molekülen
gespeichert ist. Wie kann eine Kette von Nukleotiden die Information für den Bau eines
komplexen Lebewesens kodieren?
Strukturaufklärung
Röntgenbeugungsexperimente sollten die räumliche Anordnung der Nukleotide sichtbar ma-
chen und helfen, diese Frage zu beantworten. Bereits die ersten Experimente an DNA-Fasern
von Astbury und Bell [Ast38] ließen eine helikale Struktur für die DNA-Struktur erwarten. In
Anlehnung an die bekannten helikalen Strukturen von Proteinen wurden zunächst Modelle
diskutiert, in denen sich das Zuckerphosphatrückgrat im Zentrum einer Helix befinden sollte
[Pau53]. Diese Annahme erwies sich jedoch bald als falsch. Erst Watson und Crick lieferten
mit ihrem Modell einer Doppelhelix die richtige Interpretation [Wat53b,Wat02]. Ihr Modell
4Die vier Nukleotide der DNA werden auch als Desoxy-Adenylat, Desoxy-Guanylat, Desoxy-Cytidylat und Thy-
midylat bezeichnet. Für Thymin wird das Desoxy-Attribut ( allgemein mit „d“ abgekürzt) meist weggelassen,
da Thymin normalerweise nur in DNA auftritt.
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konnte nicht nur die Beugungsstrukturen von Franklin und Gosling [Fra53] sowie Wilkins und
Mitarbeitern [Wil53] erklären, sondern auch mit biochemischen Analysen von Chargaff und
Mitarbeitern in Einklang gebracht werden (Chargaff’sche Regeln) [Wat53a, Bro53]. Bei Un-
tersuchungen über die Zusammensetzung der DNA in Bezug auf die Anteile der verschiedenen
Basen stellte sich nämlich heraus, dass jeweils die Basen Adenin und Thymin sowie Guanin und
Cytosin in etwa gleichen Mengenverhältnissen vorhanden sind. Die Anteile dieser beiden Paare
zueinander sind jedoch für den jeweiligen Organismus spezifisch [Cha49, Cha51, Zam52].
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Abb. 2.2: (A) Röntgenbeugungsbild von DNA-Fasern. Das Kreuz in der Mitte ist charakteristisch für
helikale Strukturen. (B) Im Doppelhelix-Modell von Watson und Crick winden sich zwei antiparallele
DNA-Stränge um eine gemeinsame Achse. Die Basen zeigen ins Innere der Helix, die Zuckerphosphat-
gruppen liegen außen. (C) Schematische Darstellung der Basenanordnung im Doppelstrang. In der
Doppelhelix paart jeweils ein Adenin mit einem Thymin (zwei Wasserstoffbrücken) und ein Guanin mit
einem Cytosin (drei Wasserstoffbrücken). Diese Anordnung wird auch als Watson-Crick-Basenpaarung
bezeichnet. Das Röntgenbeugungsmuster und das Doppelhelix-Modell sind den Originalarbeiten
entnommen [Fra53, Wat53b]. Abdruck mit Genehmigung durch Macmillan Publishers Ltd: Nature,
Copyright 1953.
Abbildung 2.2 zeigt eine Röntgenstrukturaufnahme von Franklin und Mitarbeitern an DNA-
Fasern zusammen mit dem von Watson und Crick vorgeschlagenen DNA-Modell aus den
Originalarbeiten von 1953 [Fra53,Wat53b]. Im Modell winden sich zwei helikale Polynukleo-
tidstränge mit entgegengesetzter Laufrichtung um eine gemeinsame Achse. Die Purin- und
Pyrimidin-Basen zeigen ins Innere der Helix, während sich das Zuckerphosphatrückgrat außen
befindet. Der komplementäre Charakter der Stränge wird durch die sogenannte Watson-Crick-
Paarung der Basen möglich (siehe Abbildung 2.2 C). In dieser Geometrie ist jeweils ein Adenin
mit einem Thymin über zwei und ein Guanin mit einem Cytosin über drei Wasserstoffbrücken
miteinander verbunden. Die Watson-Crick-Paarung erklärt damit in erstaunlich einfacher Art
und Weise die biochemischen Analysen und die nach Chargaff benannte Regel.
Die Watson-Crick-Anordnung führt zu einer gezielten Paarung der Basen im Doppel-
strang. Eine Wasserstoffbrücke kann nur gebildet werden, wenn sich ein Protonen-Donor
und -Akzeptor gegenüberliegen. Das führt zu einer asymmetrischen Anordnung, in der beide
Basenpaare etwa den gleichen Raum einnehmen. Die Doppelhelix-Struktur ist deshalb mit
jeder Basensequenz vereinbar.
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Man nimmt an, dass die DNA in eukaryontischen Zellen meist in der so genannten B-Form
auftritt [Alb04]. Der Durchmesser dieser Helix beträgt dabei etwa 2 nm. Benachbarte Basen
sind etwa 0,34 nm voneinander entfernt und über eine helikale Windung von etwa 36◦ gegenein-
ander verdreht. Die Ganghöhe entspricht mit 3,54 nm etwa 10 Basenpaaren. In Abhängigkeit
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Höhe pro Basenpaar 0,34 nm 0,23 nm 0,38 nm
Rotationswinkel 36° 33° 30°
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Kleine Furche eng und tief sehr breit und flach sehr eng und tief
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Abb. 2.3: Oben: Molekülstrukturen von drei biologisch relevanten DNA-Formen (erstellt mit dem
Programm VMD [Hum96]). Obwohl die B-Form die weitaus häufigste DNA-Struktur in vivo ist, werden
auch den beiden anderen Formen (A- und Z-DNA) wichtige Funktionen zugeschrieben. Unten: Die
Tabelle gibt einen Überblick zu den wichtigsten Strukturparameter [Ber03a].
von der Sequenz und äußeren Bedingungen sowie Wechselwirkung mit anderen Molekülen
kann die doppelsträngige DNA jedoch auch deutliche Abweichungen von dieser „idealen“
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Helix-Struktur aufweisen [Wan79, Arn80, Dic81a, Dic81b, Sha86, Sha89, Dic98, Bac04]. In
dehydratisierten DNA-Fasern wurde zum Beispiel eine Struktur nachgewiesen (A-DNA),
die sich deutlich von der zuerst von Watson und Crick modellierten Form unterscheidet
[Fra53]. Abbildung 2.3 zeigt drei aus Strukturanalysen bekannte Doppelhelix-Konformationen
[Ho97, Ber97a, Dau93,Wah97, Sha89, Dre81, Arn80] und gibt einen Überblick zu den wich-
tigsten Helixparametern [Ber03a]. In allen drei Helices liegen die Basenpaare innen und sind
über Wasserstoffbrücken gepaart. Während jedoch A- und B-DNA rechtsgängige Helices bil-
den, ist die sogenannte Z-DNA linksgängig. Für die unterschiedliche Form sind vor allem die
Zuckereinheiten verantwortlich. In der B-DNA liegt die 2’-Desoxyribose in der „C2’-endo“ in
der A-DNA in der „C3’-endo“ Konformation vor. In diesen Konformationen liegt entweder das
2’-Kohlenstoffatom oder das 3’-Kohlenstoffatom des Zuckers oberhalb der Ebene, die durch
die anderen vier Atome des Zuckers gebildet wird. Dagegen treten in der Z-DNA beide endo-
Formen abwechselnd auf. Der daraus resultierende Zickzack-Verlauf des Rückgrats war dabei
namensgebend für die Z-DNA [Ber03a]. Ein weiterer Unterschied besteht in der Anordnung
der Basen. Während in B- und Z-DNA die Basen etwa senkrecht zur Helixachse stehen, sind
sie in der A-DNA deutlich zur Helixachse geneigt. Ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal
der Helices sind auch die unterschiedlich großen Vertiefungen entlang des Strangs, die als
große und kleine Furche bezeichnet werden. Da sich die glykosidischen Bindungen der Basen
einander nicht gegenüber stehen (siehe Abbildung 2.2 C) hat jedes Basenpaar eine größere
(große Furche) und kleinere Seite (kleine Furche). Diese Furchen sind mit potentiellen Donoren
und Akzeptoren für Wasserstoffbrücken gesäumt und erlauben spezifische Wechselwirkungen
mit Proteinen. Die eben vorgestellten Strukturen wurden meist unter nicht physiologischen
Bedingungen, wie zum Beispiel bei der Röntgenstrukturanalysen an DNA-Fasern oder Kris-
tallen [Sha89], gewonnen und es stellt sich die Frage, ob diese DNA-Strukturen auch in vivo
auftreten.
Strukturen in vivo
Während die Doppelhelix in Bakterien meist ringförmig5 vorliegt, ist das Genom in höheren
Organismen linear und auf mehrere DNA-Protein-Komplexe (Chromosomen) verteilt6 [Alb04].
In den Chromosomen ist die Doppelhelix hoch verdichtet [Kor77, McG80]. Nur auf diese
Weise ist es möglich, die etwa 1 m lange DNA des Menschen in einem Zellkern von nur
wenigen µm Durchmesser aufzubewahren. Bei der Kompaktierung sind so genannte Histone
für die unterste Stufe der Chromosomen-Organisation verantwortlich. Die Bindung an diese
Proteine erfolgt über Wasserstoffbrücken und wird durch elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen den basischen Aminosäure-Seitenketten (positive Ladungen) der Histone und dem
Phosphatrückgrat der DNA (negative Ladungen) verstärkt. Je zwei Kopien von vier Histon-
Proteinen bilden ein Histon-Oktamer, um das sich eine etwa 146 Basenpaare lange Doppelhelix
[Lug97, Tra97] in zwei engen Windungen7 wickelt. Ein entsprechender DNA-Histon-Komplex
wird als Nucleosom bezeichnet und wiederholt sich etwa alle 200 Basenpaare. Diese Anord-
5Die Bezeichnung ringförmig bezieht sich auf die Kontinuität des Strangs, nicht auf dessen Form.
6In menschlichen Zellen ist das Genom (∼ 3 Milliarden Basenpaare) auf 23Chromosomenpaare verteilt.
7A-T-reiche Abschnitte erleichtern die Kompression der kleinen Furche, die dann die Innenseite der DNA bildet
und den Histon-Molekülen zugewandt ist. Dies könnte einer der Gründe für auftretende Sequenzpräferenzen
in bestimmten DNA-Abschnitten sein.
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nung führt zu einem „perlschnurartigen“ Aussehen des Genoms [Alb04, LG06] auf dieser
Packungsebene. Diese Strukturen sind wiederum stark gewunden und gefaltet und bilden soge-
nannte Chromatinfäden. Wiederholte Faltung dieser Fäden führt zu einer extrem kompakten
Struktur, in der die Doppelhelix jedoch weitgehend eine B-DNA-artige Konformation behält.
Auch wenn die B-Form der DNA in den Zellen eindeutig überwiegt, wurden in Eukaryonten
auch Bereiche des Genoms mit Z-DNA-Struktur nachgewiesen. Studien belegen, dass sie
unter anderem durch Sequenzen mit alternierenden Pyrimidinen und Purinen (zum Beispiel
dCGCGCG) begünstigt wird. Die genaue Funktion dieser Struktur war jedoch lange Zeit
unklar [Ho97, Ric03]. Eine wichtige Rolle scheint die Z-DNA-Struktur bei der Umsetzung
der genetischen Information (Transkription, siehe folgende Abschnitte) zu spielen. Dabei
wird die Z-Form in Folge der notwendigen Entwindung ("negative supercoiling") der zuvor
in B-Form vorliegenden DNA stabilisiert und blockiert in diesen Bereichen die Übersetzung
der genetischen Information durch sogenannte RNA-Polymerasen [Pec85]. Man vermutet
deshalb, dass Z-DNA möglicherweise die Trennung aufeinander folgender RNA-Polymerasen
bewirkt und verhindert, dass es zu Konflikten bei der Reihenfolge des Ablese-Vorganges der
Erbinformation kommt. Weitere wichtige biologische Funktionen dieser DNA-Struktur werden
auf das Vorhandensein von Proteinen zurückgeführt, die diese Strukturen erkennen und daran
binden können [Ric03].
Auch die A-DNA Form tritt in vivo auf. Zum Beispiel wurden in DNA-Protein-Komplexen
A-DNA-ähnliche Strukturen [Wes92] nachgewiesen. Zudem sind Proteine (Restriktionsendo-
nukleasen8) bekannt, die diese Struktur erkennen [Wah97]. Von besonderer Bedeutung scheint
eine entsprechende Anordnung der Doppelhelix für bestimmte Bakterien zu sein, die einen
Teil ihres Lebens in Form sogenannter Sporen verbringen können. In Sporen ist die DNA an
bestimmte Proteine gebunden, die zu einer A-Form der DNA führen. Diese Anordnung erlaubt
es diesen Organismen extremste Bedingungen zu überstehen [Nic00].
Die Doppelhelix kann also offensichtlich in ganz unterschiedlichen Konformationen vor-
liegen und gegebenenfalls an äußere Bedingungen angepasst werden [Ojh99]. Das setzt eine
große Flexibilität für Makro-Moleküle voraus, von denen man eine hohe Stabilität in Bezug
auf die Erbinformation erwartet.
Stabilität und Dynamik
Die statischen Strukturbilder von DNA-Molekülen verleiten dazu, sich diese Makromoleküle
als rigide und steife Strukturen vorzustellen. Bei der Analyse von DNA-Strukturen zeigt
sich jedoch, dass es durchaus starke lokale Abweichungen geben kann9. Eine detaillierte
Beschreibung des Polymorphismus der DNA und ihrer Flexibilität findet sich zum Beispiel in
[Can80b, Dau93].
Die Stabilität der Doppelhelix wird von mehreren Wechselwirkungen bestimmt, von denen
zwei in Abbildung 2.4 schematisch dargestellt sind. Die durch die Watson-Crick-Paarung
erlaubten Wasserstoffbrücken (siehe Abb. 2.4 A) zwischen den Basen sind zwar als Struktur-
8Restriktionsendonukleasen erkennen bestimmte Basensequenzen und schneiden beide Stränge der Doppelhelix
an spezifischen Stellen.
9Die Enthalpie-Differenzen verschiedener DNA-Konformere sind bei Raumtemperatur oft klein gegenüber der
mittleren thermischen Energie (kT ).
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Merkmal der Doppelhelix prominent, stellen aber relativ schwache Bindungen dar10. Zu diesen
relativ schwachen Wasserstoffbrücken kommen Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zwischen
vorhandenen und induzierten Dipolmomenten der Basen. Die effektiven „horizontalen“ Wech-
selwirkungen zwischen den Strängen sind so schwach, dass sich die Basen-Paarungen reversibel
lösen können. Allgemein sind dabei AT-Paare von geringerer Stabilität als GC-Paare [Tsc82].
Für die Stabilität der Doppelhelix ist deshalb ein weiterer Faktor von besonderer Bedeutung,
H-bonds
Base 
stacking
(A) (B)
Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Wechselwirkungen in Nukleinsäuren. (A) In der Watson-
Crick-Basenpaarung sind Wasserstoffbrücken zwischen den Basen der beiden Strängen vorhanden.
Diese „horizontalen“ Wechselwirkungen sind relativ schwach und können reversibel gelöst werden.
(B) Wechselwirkungen zwischen den Basen eines Strangs führen zur Stapelung der planaren Basen.
Beteiligt sind dabei sowohl elektronische Wechselwirkungen zwischen den Ringsystemen der Basen
als auch hydrophobe Wechselwirkungen in wässriger Lösung.
der auf der Stapelung der Basen beruht (siehe Abb. 2.4 B) [Alh97, Luo01,Mil04, Yak06]. Die
planaren Basen sind in etwa senkrecht zur Helix-Achse angeordnet. Van der Waals-Kräfte
[Tsc82] zwischen den zum Teil aromatischen Ringsystemen führen zu einer Anziehung der
Basen und damit zur Stapelung11 [Gup78, Luo01]. Zusätzlich stabilisieren hydrophobe Wech-
selwirkungen12 [Cro68] diese Anordnung.
Diese Wechselwirkungen treten auch in einzelsträngigen Nukleinsäuren auf [Buh04]. Der
Anteil an helikalen Strukturen mit mehr oder weniger stark ausgebildeter Stapelung hängt
dabei stark von der Basen-Sequenz, der Lösungsmittel-Umgebung [Mar01, Cui06] und der
Temperatur ab. Nukleinsäuren, die hauptsächlich aus den relativ großen Purin-Basen aufgebaut
sind, zeigen in wässriger Lösung zum Beispiel einen hohen Anteil gestapelter Einheiten
[Can80b, Mil99].
Sowohl die Struktur von DNA als auch die Struktur der RNA wird von diesen Wechsel-
wirkungen bestimmt. In der RNA führt jedoch die zusätzliche Hydroxy-Gruppe des Zuckers
zu sterischen Einschränkungen und verhindert eine B-artige Doppelhelix [Tso66, Ber03a].
Im Gegensatz zur DNA liegt die RNA deshalb meist als Einzelstrang vor. Existieren auf
dem RNA-Strang Bereiche komplementärer Basenfolgen, kann es jedoch durch Rückfaltung
10Wasserstoffbrücken sind etwa 20 - 30 mal schwächer als kovalente Bindungen.
11engl.= base stacking
12Die Stapelung führt dazu, dass die mehr polaren Oberflächen dem umgebenden Wasser zugewandt sind.
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zur Ausbildung von Watson-Crick-Paarungen innerhalb dieses Strangs kommen. In diesen
Bereichen nimmt die RNA [Tin96] ebenso wie DNA-RNA-Hybride eine A-DNA-artige Struk-
tur ein. Die Faltung erlaubt der RNA, definierte, dreidimensionale Strukturen zu bilden, die
funktionelle und enzymatische Eigenschaften besitzen (zum Beispiel „ribosomale“ RNA oder
„transfer“ RNA) [Alb04]. Sie ist dabei für die Umsetzung der genetischen Information von
entscheidender Bedeutung.
Die DNA-Doppelhelix ist ein großes und relativ stabiles Makromolekül das in seiner Basen-
Sequenz die Erbinformation in zwei komplementären Strängen speichert. Gleichzeitig zeigen
Strukturanalysen, dass die Doppelhelix ein hoch dynamisches System ist. Sie kann in ver-
schiedenen Konformationen vorliegen und Wechselwirkungen mit Proteinen eingehen. Diese
Fähigkeiten zeichnen sie für ihre Aufgabe als lesbarer Datenspeicher aus. Die Prozesse der
Verdopplung der genetischen Information (Replikation) bei der Zellteilung und die zum Aufbau
von Zellen notwendige Umsetzung der Information in Proteine (Transkription und Translation)
sind Gegenstand des nächsten Abschnitts.
Verdopplung und Umsetzung der genetischen Information
Mit Ausnahme einiger Viren, die RNA als genetisches Material verwenden (z.B. Tabakmosaik-
virus), wird die Erbinformation aller Lebewesen durch DNA-Moleküle repräsentiert. Die DNA
besitzt mehrere Eigenschaften, die sie als Speichermedium für die genetische Information
auszeichnen. Zum einen ist die Doppelhelix-Struktur mit jeder Basensequenz vereinbar, zum
anderen legt die Basenpaarung des einen Strangs die Sequenz des anderen Strangs eindeutig
fest. Dadurch kann der zweite Strang zum Beispiel als Vorlage (Matrize) bei der Replikation
und bei notwendigen Reparatur-Prozessen dienen. Obwohl die Prinzipien, die der Replikation
oder der Realisierung der genetischen Information zugrunde liegen, relativ einfach sind, erfor-
dert die komplette Verdopplung des Genoms oder die abschnittsweise Umsetzung in Proteine
viele Einzelschritte und den Einsatz verschiedener Enzyme. Eine detaillierte Ausführung zu
diesem Thema findet sich zum Beispiel in [Ber03a, Alb04]. Die zur Replikation und Expres-
sion der genetischen Information wesentlichen Schritte werden im Folgenden kurz erläutert.
Replikation
Die Replikation der DNA bei der Zellteilung (Mitose) wird von sogenannten DNA-Polymerasen
bewerkstelligt. Dazu wird die Doppelhelix mit Hilfe verschiedener Proteine lokal aufgetrennt
und stabilisiert. DNA-Polymerasen binden an einen der Stränge und katalysieren den Aufbau
einer zur vorliegenden Basen-Sequenz komplementären Polynukleotidkette. Diese Enzyme
sind außerordentlich spezifisch und replizieren die DNA mit einer erstaunlich geringen Fehler-
quote. Zum Beispiel wird die DNA-Sequenz in Eukaryonten mit weniger als einem Fehler auf
eine Milliarde korrekt eingefügter Nukleotide kopiert. Dafür sind verschiedene Korrekturme-
chanismen notwendig, von denen einige in Abschnitt 2.2 besprochen werden.
Transkription und Translation
Die Umsetzung der genetischen Information in ein funktionsfähiges Protein erfordert zwei
Schritte. Die Transkription der DNA-Information in eine lesbare RNA-Sequenz und die Trans-
lation dieser Sequenz in eine Aminosäurenkette. Die entsprechenden Prozesse sind in Abb. 2.5
skizziert. Bei dieser stark vereinfachten Darstellung werden Unterschiede zwischen Prokaryon-
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Abb. 2.5: Vereinfachte Darstellung der Realisierung der genetischen Information. DNA-Polymerasen
erlauben die Replikation des Genoms. Die Umsetzung der genetischen Information in Proteine erfolgt
in zwei Schritten. (1. Transkription) Zunächst wird die Sequenz der DNA, die ein Protein kodiert, in eine
Messenger-RNA (mRNA) umgesetzt. (2. Translation) Die mRNA dient anschließend als Matrize für den
Aufbau von Proteinen, die aus Aminosäuren aufgebaut sind. Dabei wird ein Drei-Buchstaben-Kode
verwendet. Ein Basen-Triplett kodiert eine von 20 verschiedenen Aminosäuren und wird als Codon
bezeichnet. Transfer-RNA-Moleküle (tRNA) sind mit einer Anti-Codon-Sequenz ausgerüstet und tragen
die für dieses Codon spezifische Aminosäure. Im Bild sind die Aminosäuren grün hinterlegt und mit
den entsprechenden Abkürzungen symbolisiert. Die tRNA-Moleküle binden an den mRNA-Strang
und geben in Ribosomen die Aminosäuren zum Aufbau des Proteins frei. In der Darstellung werden
Unterschiede zwischen Eukaryonten und Prokaryonten sowie weitere Prozessierungen der mRNA
vernachlässigt.
ten und Eukaryonten vernachlässigt. Während in Prokaryonten die Transkription und Trans-
lation eng miteinander verknüpft sind, finden in Eukaryonten Translation und Transkription
in verschiedenen Zellkompartimenten statt. Dabei erlaubt die räumliche und zeitliche Tren-
nung in Eukaryonten eine Regulation der Genexpression, die zur Vielfalt der eukaryontischen
Formen beiträgt. Ein DNA-Abschnitt, der die Information für ein bestimmtes Protein enthält,
wird durch RNA-Polymerasen in eine Boten-Ribonukleinsäure ("messenger RNA", mRNA)
umgeschrieben. Dabei dient der komplementäre Basenstrang als Matrize. Anschließend wird
die Information auf der mRNA in eine Abfolge von Aminosäuren übersetzt. Zur Vereinfachung
werden in der Abbildung weitere Prozessierungen und Umwandlungen der Primärtranskripte
zur reifen mRNA vernachlässigt. Drei aufeinanderfolgende Basen auf der mRNA bilden ein
sogenanntes Codon in einem nicht überlappenden Kode13. Diese Codons stehen für eine von
13Bei vier verschiedenen Basen ergeben sind in einem Drei-Buchstaben-Kode 64 Kombinationsmöglichkeiten.
Der genetische Kode ist jedoch degeneriert, so dass verschiedene Kombinationen für mehr als nur eine von 20
zur Auswahl stehende Aminosäuren verwendet werden [Ber03a].
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20 verschiedenen Aminosäuren. Die Regeln, nach denen die Umsetzung abläuft, wurden in den
60er Jahren des 20. Jahrhunderts entschlüsselt [Len61, Spe62b, Spe62a,Mat62]. Experimente
ergaben, dass 61 der möglichen Tripletts für Aminosäuren verwendet werden und drei das
Kettenende und damit den Abbruch der Proteinsynthese (Stopp-Codons) beschreiben. Die für
den Aufbau des Proteins nötigen Aminosäuren sind an eine bestimmte Klasse von Ribonukle-
insäuren gebunden ("transfer RNA", tRNA), die das Anti-Codon zum Drei-Buchstaben-Kode
der mRNA besitzen und mit der dazugehörigen Aminosäure bestückt sind. Sie binden über das
Anti-Codon an die mRNA und geben die Aminosäure zum Aufbau der Polypeptidkette frei
[Alb04]. Die Umgebung für diesen Prozess bieten sogenannte Ribosomen, die eine komplexe
Anordnung aus ribosomaler RNA (rRNA) und vielen Proteinen darstellen.
Die Aminosäurenkette nimmt unter physiologischen Bedingungen eine definierte, dreidimen-
sionale Struktur ein (Prozess der Proteinfaltung), in der das Protein eine bestimmte Funktion
erfüllen kann. Kommt es jedoch in einem Bereich des Genoms zu einer Veränderung der
Basensequenz (Mutation), kann dies zum Aufbau eines veränderten Proteins führen [Smi62].
Ein Fehler, der fatale Folgen für den Organismus haben kann.
2.2 Schäden, Mutationen und Reparatur
„We totally missed the possible role of ... repair. I later came to realize that DNA is so
precious that probably many distinct repair mechanisms would exist. Nowadays one could
hardly discuss mutation without considering repair at the same time.“
Francis Crick, The Double Helix: A Personal View, [Cri74]
Das Überleben eines Organismus hängt von der Stabilität seiner Erbinformation ab. Treten
Mutationen14 in den Keimzellen auf, können diese zwar vererbt werden, setzen sich jedoch
meist nicht weiter fort, da das betroffene Individuum entweder nicht ins fortpflanzungsfähige
Alter kommt, oder seine Fortpflanzungsfähigkeit vermindert ist [NV06]. Dies führt zu einer
erstaunlich hohen Stabilität der DNA innerhalb einer Spezies [Dra69, Alb04]. Dieser Stabilität
des Erbgutes steht jedoch die Tatsache gegenüber, dass vor allem die somatischen Zellen15 stän-
dig schädigenden Einflüssen ausgesetzt sind. Abbildung 2.6 gibt einen Überblick zu bekannten
Faktoren, die zu Schäden in der DNA führen. Vor allem ultraviolettes Licht und ein breites
Spektrum chemischer Verbindungen sind für ihre mutagene und karzinogene Wirkung be-
kannt. Oft bilden sich Addukte mit der DNA, die die Transkription und Replikation blockieren
[Gni96]. Entfallen dadurch die Kontrollmechanismen der Zellteilung kann dies zur Entstehung
schwerer Krankheiten wie Krebs führen [Pon01]. Untersucht man die Schadenshäufigkeit
von Mutationsprozessen wird klar, dass ohne effiziente Reparaturmechanismen, Leben in
Form von hoch differenzierten Organismen nicht möglich wäre [Hoe01, Sch03a]. Sowohl die
Schadensbildung und ihre Folgen als auch die in der Natur eingesetzten Reparaturmechnismen
werden im Folgenden beschrieben.
14von mutare (lat.) = ändern, tauschen; Veränderung der Abfolge der Nukleotidbausteine oder Veränderung der
Chromosomenzahl.
15Körperzellen, deren genetische Information nicht an nachfolgende Generationen weitergegeben werden.
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Abb. 2.6: Die Erbinformation ist einer Vielzahl schädlicher Einflüsse ausgesetzt (oben), die zu
einer Reihe von DNA-Schäden führen können (mitte). Für die meisten dieser Schäden sind jedoch
Reparaturmechanismen vorgesehen (unten). Details zu den Schäden und Reparaturmechanismen
finden sich im Text. Abbildung nach [Hoe01].
2.2.1 Schäden durch Stoffwechselprozesse und Chemikalien
Der biologischen Stabilität der DNA steht keine entsprechende chemische Stabilität gegenüber.
Einige Bindungen in der DNA sind relativ labil. Bereits bei normaler Körpertemperatur kommt
es zum Beispiel zur thermischen Spaltung der N-glykosidischen Bindung (siehe Abbildung
2.1) von Purinbasen [Lin72b]. Bei diesen Depurinierungen gehen bis zu 10000 Purin-Basen
[Nak98] pro Tag und Zelle des Menschen verloren. Die daraus resultierenden abasischen
Stellen sind labil und können zu Einzelstrangbrüchen führen [Lin72a]. Eine ebenfalls häufig
Cytosine
Tautomerism
Uracil
N
NH
O
O
OH
N
N
ON
N
NH2
O
OH2+
NH3-
Abb. 2.7: Schematische Darstellung der Desaminierung von Cytosin. Bei der hydrolytischen Reaktion
kommt es zu einem Austausch der NH2-Gruppe der Base durch eine OH-Gruppe. Eine tautomere
Umlagerung im Zwischenzustand führt schließlich zur Bildung von Uracil.
auftretende hydrolytische Reaktion ist die „Desaminierung“ von Basen. Dieser Schaden tritt
mit einer Rate von etwa 100 bis 500 mal pro Tag und Zelle auf und ist in Abbildung 2.7 für die
Base Cytosin schematisch dargestellt [Fre90, Sch03a]. Bei dieser Reaktion kommt es zu einem
Austausch der NH2-Gruppe der Basen durch eine OH-Gruppe. In Cytosin-Basen kann es nach
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einer tautomeren Umlagerung16 anschließend zur Umwandlung in eine Uracil-Base kommen
[Sha66]. Das entstandene Uracil führt bei der Replikation dieser Stelle durch eine DNA-
Polymerase zum Einbau einer Adenin-Base in einem der Tochterstränge. Die Desaminierung
von Cytosin führt dadurch zu einer Punktmutation, bei der ein CG-Basenpaar durch ein AT-Paar
ersetzt wird und ist damit potentiell mutagen.
Stoffwechselprozesse
Viele Mutationen werden in der DNA durch den normalen Stoffwechsel der Zellen [Lin93]
erzeugt. Dabei bilden sich in der Atmungskette neben Wasser viele reaktionsfähige Stoffwech-
selprodukte. Unter anderem entstehen bei der Reduktion von Sauerstoff in den Mitochon-
drien reaktive Sauerstoff- und Hydroxyl-Radikale, die in der DNA zu Strangbrüchen führen
können [Ric88, Ame83], wenn sie nicht von Radikalfängern wie zum Beispiel Vitamin E
(alpha-Tocopherol) oder Vitamin C (Ascorbat) abgefangen werden. Andere Reaktionen haben
Veränderungen der Basen zur Folge, die zu Fehlpaarungen und Mutationen führen können.
Es wurden bisher mehr als 100 unterschiedliche Modifikationen an DNA-Molekülen durch
oxidative Prozesse identifiziert [Lin93, Bur98, Cad99, LG06].
Chemikalien
Der Mensch ist einer zunehmend großen Zahl an chemischen Substanzen ausgesetzt, deren
karzinogene Wirkung nachgewiesen wurde. Bei vielen chemischen Karzinogenen handelt
es sich um organische Moleküle, wie zum Beispiel polyzyklische aromatische Moleküle in
Zigarettenrauch oder Autoabgasen [Sin82, Fer91, LG06]. Gemeinsam ist diesen organischen
Stoffen ihr elektrophiler Charakter. Er bewirkt, dass sich diese Stoffe in elektronenreichen
Zentren und damit an bestimmten Positionen der Nuklein-Basen anlagern oder zwischen
den Basen-Paaren der Helix (Interkalation) anordnen. Zu besonders gefährlichen Substanzen
gehören halogenhaltige Substanzen und Nitroso-Verbindungen. Diese Chemikalien bilden
Addukte mit der DNA und beeinträchtigen die Replikation und Umsetzung der DNA. Bei
der Replikation kann es zum Beispiel im Bereich der geschädigten DNA zu Mutationen
durch Fehlstellen (Deletionen) oder dem Einbau zusätzlicher Basen (Insertionen) in den
DNA-Tochtersträngen kommen [Ber03a, LG06].
2.2.2 Photoinduzierte Schäden
Stoffwechselprozesse und chemische Substanzen sind für eine Vielzahl der täglich auftretenden
Schäden an der DNA verantwortlich. Ein nicht zu vernachlässigender Teil der an DNA und
anderen Biomolekülen induzierten Schäden ist jedoch auf den energiereichen, ultravioletten
Anteil des Sonnenlichtes (UV-Licht) zurückzuführen [Byk98, LC01]. Wie bereits in der Ein-
leitung erläutert, kann der ultraviolette Anteil des Sonnenspektrums in drei Bereiche unterteilt
werden. Die Erdatmosphäre absorbiert den extrem schädlichen UVC-Anteil (100 - 280 nm),
lässt jedoch einen Teil der UVB-Strahlung (280 - 315 nm) passieren, der zusammen mit der
UVA-Strahlung (315 - 400 nm) für die Entstehung von Hautkrebs verantwortlich gemacht
16Umwandlung von isomeren Formen, die sich in der Position der Wasserstoffatome und Doppelbindungen
unterscheiden.
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wird [Set93, dG01]. Die UV-induzierte Schadensbildung in DNA-Molekülen kann entweder
direkt durch Absorption der UVB-Strahlung oder indirekt durch reaktive Spezies erfolgen
[Rav01, Nis06]. Zu den indirekten Prozessen gehört zum Beispiel die kovalente Verknüpfung
eines DNA-bindenden Moleküls mit der DNA [Gni96] oder oxidative Schäden, wenn die
Absorption der UV-Strahlung durch Photosensibilisatoren erfolgt [Cad97]. Es können aber
auch freie Radikale und andere reaktive Intermediate [Rav01] entstehen, die zu Strangbrüchen
führen können. Die mit Abstand häufigsten Schäden werden jedoch direkt durch die Absorp-
tion von UVB-Strahlung erzeugt und bilden sich in Bereichen der DNA mit benachbarten
Pyrimidin-Basen [Dou01]. Zwischen diesen Basen können sich Photoprodukte bilden, die
durch eine kovalente Verknüpfung der beiden Pyrimidine entstehen (Dimer-Bildung). Zu
diesen gehören die Bildung von Zyklobutan Pyrimidin Dimeren (CPD) und die Bildung von
Pyrimidin-(6-4)-Pyrimidon Addukten ((6-4) Photoprodukt). Beide Photoschäden werden im
Folgenden näher beschrieben und deren mögliche mutagene Wirkung diskutiert [Smi96].
Zyklobutan Pyrimidin Dimer
Die häufigsten direkt durch UVB-Strahlung in DNA gebildeten Schäden sind Zyklobutan Py-
rimidin Dimere [Dou00]. Eine schematische Darstellung der Reaktion zwischen zwei Thymin-
Basen bzw. zwischen zwei Cytosin-Basen ist in Abbildung 2.8 zu sehen. Bei diesen kommt es
nach Absorption eines UV-Photons zu einer Addition zwischen der C5=C6 Doppelbindungen
der einen und der benachbarten Pyrimidin-Base. Dabei entsteht ein Zyklobutan-Ring (Vierring).
Prinzipiell sind in Polynukleotiden zwei isomere Formen möglich, in der die Basen entweder ei-
ne „cis-syn“ oder eine „trans-syn“ Konformation einnehmen. Der Anteil der trans-syn-Isomere
ist allerdings in einzelsträngiger DNA sehr gering. In doppelsträngiger DNA wird aufgrund
sterischer Einschränkungen fast ausschließlich das cis-syn Dimer gebildet [Fri04]. Die Aus-
beuten für CPD-Schäden hängen stark von den beteiligten Pyrimidin-Basen ab. Am höchsten
sind die Raten zwischen benachbarten Thymin-Basen. Dimere zwischen Cytosin und Thymin
bzw. zwischen zwei Cytosin Basen werden mit geringerer Häufigkeit gebildet. Abbildung 2.9
zeigt eine Analyse zur Schadenshäufigkeit der verschiedenen Pyrimidin-Kombinationen nach
UV-Belichtung von Hautzellen [Dou01]. Die relativen Verhältnisse für die unterschiedlichen
Pyrimidin-Dimere ergeben sich zu: TT > TC > CT > CC, mit einem Verhältnis von 2:1:0,4:0,1
[Fri04]. Im Fall der Cytosin enthaltenden Dimer-Schäden ist, wie in Abbildung 2.8 B zu sehen,
eine Folgereaktion möglich die potentiell mutagen wirken kann. In diesen Schäden ist nämlich
die Rate für eine Hydrolyse und Desaminierung der Cytosin-Base, die zu einer Umwandlung
in ein Uracil-Dimer führt, deutlich erhöht [Cad90, Bar95, Tu98].
Mutagene Wirkung der CPD-Schäden
Der photochemische Mechanismus der CPD-Bildung in DNA-Molekülen ist eine der zentralen
Fragestellungen der vorliegenden Arbeit. Während auf die photophysikalischen und photoche-
mischen Grundlagen dieser Reaktion in Abschnitt 2.3.3 ausführlich eingegangen wird, soll im
Folgenden kurz auf die möglichen mutagenen Folgen dieser Schäden eingegangen werden.
CPD-Schäden zwischen Thymin-Basen (siehe Abbildung 2.8 A) sind zunächst nicht mutagen.
Sie führen jedoch, wie auch die anderen CPD-Schäden, zu einer teilweisen oder vollständi-
gen Blockade von Polymerasen [Tho93], die für die Replikation oder die Transkription der
Erbinfomration in den Zellen verantwortlich sind. Werden diese Schäden nicht repariert (auf
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Abb. 2.8: Schematische Darstellung der photoinduzierten Bildung von Zyklobutan Pyrimidin Dimeren
(CPD) zwischen Thymin-Basen (A) und Cytosin-Basen (B). Nach UV-Absorption kommt es zur Bildung
eines Vierrings (Zyklobutan-Ring) im Bereich der beiden C5=C6 Doppelbindungen benachbarter
Pyrimidin-Basen. In einzelsträngiger DNA kann neben dem cis-syn Isomer zu einem kleinen Anteil
auch das trans-syn Isomer gebildet werden [Ben68]. In der Doppelhelix wird jedoch aufgrund sterischer
Wechselwirkungen fast ausschließlich das cis-syn Dimer gebildet. Während die Dimere zwischen
Thymin-Basen stabil sind kann es im Fall von Cytosin-Basen (B) zur Desaminierung dieser Basen und
zur Bildung eines Uracil-Dimers kommen (→ Mutation).
mögliche Reparatur-Prozesse wird in Abschnitt 2.2.4 eingegangen) kann das zum Tod der Zelle
(Apoptose) führen. In diesen Not-Situationen (SOS-Situation der Zelle), können diese Schäden
jedoch auch durch eine „Bypass-Replikation“ prozessiert werden [Tay90,Wal95]. Dabei wird
der DNA-Strang durch bestimmte Polymerasen repliziert ohne den Schaden zu beheben. An
der Stelle des Schadens kann es dadurch im Tochterstrang zum Einbau nicht komplementärer
Basen kommen, die zu T→ A und T→ C Punktmutationen führen. In vivo werden etwa 7%
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Abb. 2.9: Vergleich der prozentualen Anteile für die verschiedenen Pyrimidin-Photoprodukte in mensch-
licher Haut. Sowohl in Hautzellen allgemein als auch in den Keratinocyten, bestimmten Zellen in der
Epidermis, zeigen sich sehr ähnliche Häufigkeiten. Übernommen aus [Mou06]. Copyright 2006 National
Academy of Sciences.
dieser Fälle falsch prozessiert [Fri04]. Eine gute Zusammenfassung dieser Prozesse findet sich
zum Beispiel in [Liv01].
Für die mutagene Wirkung von Dimer-Schäden, an denen Cytosin beteiligt ist, gibt es neben
der gerade beschriebenen „Bypass-Replikation“ zusätzliche Fehlerquellen, die ein Hauptgrund
für beobachtete C→ T und CC→ TT Mutationen nach UV-Belichtung sein können [Fri04].
Zwei mögliche Mutations-Wege sind in Abbildung 2.10 für ein Cytosin-Dimer skizziert.
Zunächst paart Cytosin im Doppelstrang mit Guanin. Nach der Schadensbildung kann die
DNA entweder repariert werden oder einen der beiden Mutations-Pfade einschlagen. Im ersten
Fall spielt die in Cytosin auftretende Desaminierung die entscheidende Rolle [Tu98]. Wie
bereits in Abbildung 2.8 dargestellt, kommt es in Cytosin-Dimeren zu einer beschleunigten
Hydrolyse und Desaminierung, die zur Umwandlung des Cytosin-Dimeres in einen Uracil
enthaltenden Dimer-Schaden (C=C→ U=U) führt. Bei der Replikation dieses Abschnittes
der DNA verwenden Polymerasen jetzt jedoch Adenin als komplementäre Base. Dadurch
kommt es im Tochterstrang zu einer Doppelmutation (U=U:AA) in der Sequenz. Der Einsatz
von Reparaturmechanismen führt anschließend zum Einbau der zu Adenin komplementären
Thymin-Basen. Der zweite Mutations-Weg beruht auf der Tautomerisierung des Cytosin-Dimer-
Schadens. Während das Cytosin-Dimer zunächst in seiner Amino-Form vorliegt, kann es durch
eine tautomere Umlagerung in ein sogenanntes E-Imino Tautomer übergehen. Dieses Tautomer
besitzt ein zu Uracil und Thymin äquivalentes Basenpaarungs-Muster und veranlasst eine
Polymerase zum Einbau eines Adenins im Tochterstrang [Jia93]. Experimente deuten darauf
hin, dass CPD-Schäden für den Großteil der durch UVB-Strahlung erzeugten Mutationen in
Säugetierzellen verantwortlich sind [You01].
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Abb. 2.10: Schematische Darstellung der Reaktionswege, die zu Mutationen nach der Bildung von
Cytosin-Dimer-Schäden führen können. Sowohl die Desaminierung von Cytosin-Dimeren (C=C) als
auch die Bypass-Replikation einer bestimmten tautomeren Form (E-imino Tautomer) der Cytosin-Basen
können Punkt-Mutationen (C → T) und Tandem-Mutationen (CC → TT) in DNA-Sequenzen nach
UV-Belichtung erklären.
(6-4) Photoaddukt
Das (6-4) Photoprodukt tritt ebenfalls bei Belichtung von DNA im UVB-Bereich auf. Eine
schematische Darstellung der Reaktion zwischen zwei Thymin-Basen ist in Abbildung 2.11
gezeigt. Man nimmt an, dass bei der Reaktion zunächst eine Paterno-Büchi Reaktion stattfindet.
Bei dieser handelt es sich um eine gemischte [2+2]-Zykloaddition zwischen der C5=C6
Doppelbindung der einen und der C4=O Carbonylgruppe der zweiten Pyrimidin-Base [Kle95].
Als Produkt entsteht daraus ein Oxetan, dass jedoch bei Raumtemperatur nicht stabil ist und
über eine Ringöffnungs-Reaktion in das (6-4) Photoprodukt zerfällt. Belichtung des (6-4)
Photoprodukts mit Wellenlängen über 300 nm führt in einer sekundären Photoreaktion zum
Dewar Isomer. Diese Folgereaktion ist jedoch bisher für DNA in vivo noch nicht ausreichend
charakterisiert [Fri04]. Das liegt zum Teil auch daran, dass die Raten für diese Photoreaktion im
Vergleich zu den CPD-Schäden deutlich (siehe Abbildung 2.9) geringer sind [Rav01, Dou01].
Auch sind hier die relativen Häufigkeiten stark von der Basensequenz abhängig. Für den (6-4)
Schaden ergibt sich eine deutliche Bevorzugung für die 5’-TC-3’ Sequenzen: TC > TT > CC >
CT, mit einem Verhältnis von 1:0,2:0,1:0,01 [Fri04].
Mutagene Wirkung der (6-4) Photoaddukte
Im Gegensatz zu den Thymin-Dimer-Schäden sind die (6-4) Photoprodukte hoch mutagen.
Auch diese Schäden führen zu Problemen bei der Replikation der DNA, die zu Mutationen
führen können [Liv01]. Ein entsprechendes Mutations-Schema für diese Art von Schäden
zwischen zwei benachbarten Thymin-Basen ist in Abbildung 2.12 gezeigt. Wird der Schaden
nicht repariert, paart das 3’-Thymin dieses Schadens in einer Bypass-Replikation bevorzugt mit
einem Guanin, das 5’-Thymin jedoch mit einem Adenin. Wird der Schaden jetzt repariert, ist
eine T→ C Punktmutation entstanden. Entsprechend wird bei einer weiteren Replikation einer
der Tochterstränge diese Punktmutation besitzen. (6-4) Schäden in denen eine Cytosin-Base
enthalten ist können zusätzlich über die Desaminierung des Cytosins zu C→ T Mutationen
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Abb. 2.11: Schematische Darstellung der durch UV-Strahlung verursachten Bildung des (6-4) Pho-
toschadens. Die Paterno-Büchi-Reaktion zwischen Thymin-Basen führt zur Bildung eines Oxetan-
Intermediats, das bei Raumtemperatur in das (6-4) Photoprodukt übergeht. Bei Belichtung dieses
Produkts mit Wellenlängen größer 300 nm bildet sich daraus das Dewar Valenz Isomer.
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Abb. 2.12: Schematische Darstellung einer möglichen Mutation nach der Bildung von (6-4) Photoschä-
den. Die modifizierte Basenpaarungen im Bereich des (6-4) Photoschadens kann bei der Replikation
der Doppelhelix zur Bildung von Punktmutationen (T→ C) im Bereich des 3’-Thymins führen.
führen [Fri04]. Das Wissen über die genaue Struktur und mögliche Mutationswege der Dewar
Schäden ist noch relativ gering [Fri04]. Bisher ist das Dewar Valence Isomer bei der Belichtung
von isolierter DNA oder von DNA in Zellen nur in CC-Sequenzen in merklichen Mengen
nachgewiesen worden [Dou01]. Reparaturenzyme scheinen diese Schäden als eine abasische
Stelle wahrzunehmen. Polymerasen die über diese Stelle lesen bauen bevorzugt Adenin ein und
erzeugen dadurch möglicherweise eine Mutation [Lee00]. Andere Studien deuten darauf hin,
dass es für den Fall eines Dewar-Schadens zwischen Thymin-Basen auch zu einer 3’-T→ C
Mutation kommen kann. Auch Doppelmutationen werden nicht ausgeschlossen [Smi96].
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Weitere Photoschäden
Eine Besonderheit im Bezug auf Überleben unter extremen Umweltbedingungen sind Bak-
terien, die Sporen bilden können. Sporen sind sehr widerstandsfähige und in dieser Form
inaktive „Familienmitglieder“, die auch unter ungünstigen Bedingungen überleben können.
Werden Bacillus Subtilis Sporen mit UV-Licht bestrahlt, entstehen zwischen den Thymin-
Basen der DNA anstelle der oben vorgestellten Thymin-Dimere hauptsächlich Strukturen der
in Abbildung 2.13 dargestellten Form. Nach UVB-Bestrahlung kommt es zur Addition der
Abb. 2.13: Schematische Darstellung zur Bildung des Sporen Photoprodukts. Bei dieser Reaktion
kommt es nach UV-Belichtung zu einer kovalenten Verknüpfung zwischen der Methyl-Gruppe des
einen und des C5-Atoms der zweiten Thymin-Base. Diese Reaktionen werden nur in Sporen und in
dehydratisierter DNA beobachtet. Der genaue Mechanismus der Reaktion ist noch wenig erforscht,
dabei wird sowohl eine Bildung zwischen benachbarten Basen eines Strangs als auch eine Verknüpfung
zwischen zwei Strängen diskutiert.
Methyl-Gruppe einer Thymin-Base an die C5-Position einer zweiten Thymin-Base und der
Bildung eines 5,6-Dihydro-5-(α-Thyminyl)Thymin [Var70, Cad92]. Über den genauen Reakti-
onsmechanismus ist bisher noch sehr wenig bekannt. Zum Beispiel könnte es sein, dass diese
Schäden nicht zwischen benachbarten Basen in einem Strang sondern zwischen zwei Strängen
gebildet werden [Fri04]. Diese sogenannten „Sporen Photoprodukte“ entstehen nur bei der
Bestrahlung von Sporen oder DNA, die in hydratisierter Form vorliegt [Cad92]. In Sporen
ist die DNA dicht gepackt und an bestimmte Proteine (SASP-Proteine) gebunden, die bei der
Sporulation17 exprimiert werden. In dieser Form ist die DNA stark dehydratisiert und liegt in
einer A-DNA-ähnlichen Konformation vor [Set92]. Offenbar hat neben der Basen-Sequenz
auch die Konformation der DNA einen Einfluss auf die Art der Schäden [Des08].
UV-Strahlung führt in der DNA von Zellen zu einer ganzen Reihe unterschiedlicher Photo-
produkte [Cad92]. Dazu gehören neben den bisher besprochenen Schäden an Di-Pyrimidin-
Positionen in der DNA auch Pyrimidin-Hydrate einzelner Cytosin-Basen (5,6-Dihydro-6-
Hydroxy-Cytosin), die über Desaminierung und Dehydratisierung zu Thymin und Uracil
weiterreagieren können. Weitere Photoprodukte wurden auch zwischen Thymin- und Adenin-
Basen oder zwei Adenin-Basen nachgewiesen [Poe73,Wan01]. Allerdings ist deren biologische
Signifikanz noch nicht endgültig geklärt. Die biologische Bedeutung von CPD- und (6-4)-
Photoschäden ist dagegen eindeutig belegt. Im nächsten Abschnitt werden deren Auswirkungen
in Bezug auf die Entstehung von Krebs zusammengefasst.
17Die Sporulation beschreibt den Prozess der Sporenbildung bei Mikroorganismen wie Bakterien und Pilzen.
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2.2.3 Biologische Bedeutung der Photoschäden
Vor dem Hintergrund des Klimawandels und erhöhten UV-Belastungen in der Umwelt weisen
Studien über den Einfluss von UV-Strahlung auf verschiedene Ökosysteme eindeutig darauf hin,
dass hohe UV-Dosen zu Veränderungen und Schäden in Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen
führen können [Prz99, McK03, dG03, And06, Hae07, Nor07]. Wie in der Einleitung dieser
Arbeit eingehend erläutert, sind dafür zu einem großen Teil die durch UV-Strahlung induzierten
Photoschäden in der DNA verantwortlich. Der Zusammenhang zwischen diesen Photoschäden
und der Entstehung von Hautkrebs wird im Folgenden näher erläutert [dG99].
Bedeutung der Pyrimidin-Schäden bei der Krebsentstehung
Die Mutationen durch UVB-Strahlung werden klar durch die Bildung von CPD Schäden und
(6-4) Photoaddukten dominiert. Sie beeinflussen die Replikation und Transkription der DNA
und können zur Einschränkung der Funktionsfähigkeit oder Entartung von Zellen führen. Dabei
haben die Cytosin enthaltenden Schäden die größte Mutationsrate, aufgrund ihrer Empfindlich-
keit gegenüber hydrolytischer Desaminierung. Das Wirkungsspektrum der Photokarzinogenese
wird weitgehend demjenigen der Erythem-Reaktion gleichgesetzt und zeigt deutliche Zusam-
menhänge zwischen der UV-Exposition und der Rate an Photoschäden. Zum Beispiel zeigt
ein Vergleich des Wirkungsspektrums für die Entstehung des Plattenepithelkarzinoms mit
dem Wirkungsspektrum für die Induktion von CPD-Schäden (siehe Abbildung 1.3 B) eine
hohe Übereinstimmung [dG99]. Wie lassen sich die Zusammenhänge zwischen der Bildung
von Pyrimdin-Dimeren und damit verbundenen Mutationen mit der Entstehung von Tumoren
erklären?
Zellen haben normalerweise eine beschränkte Lebensdauer. Menschliche Bindegewebszellen
teilen sich zum Beispiel maximal etwa 50-mal, andere Zellen dagegen weniger häufig. Der Pro-
zess der Zellteilung (Mitose) wird durch stimulierende Wachstumsfaktoren ausgelöst, während
andere Faktoren den Prozess der Zellteilung hemmen. Diese Wechselwirkung ermöglicht die
Unterordnung von Zellen in das umgebende Gewebe. Treten Mutationen in Bereichen der DNA
auf, die Kontrollmechanismen bei der Selbstregulierung des Zellwachstums und der Zellteilung
kodieren, kann es zu unkontrolliertem Zellwachstum und zur Entstehung von Krebs kommen
[Pon01]. Zwei Arten von Genen kodieren Proteine, die bei Wachstum oder Kontrolle der
Zellteilung beteiligt sind. Proto-Onkogene begünstigen die Zellteilung. Tumorsuppressor-Anti-
Onkogene hemmen die Zellteilung oder führen zum Zelltod (Apoptosis). Mutationen können
jedoch zu Proteinen führen, deren Aktivität nicht mehr von der Stimulierung durch andere
Wachstumsfaktoren abhängt. Es entstehen Onkogene18 die zu ungehindertem Zellwachstum
und damit zur Tumorbildung führen können. Auf der anderen Seite können Mutationen in
Tumorsuppressor-Genen zum Verlust ihrer Wachstumshemmenden Funktion führen [NV06].
Es sind mittlerweile eine Vielzahl an Wachstums-fördernden oder -hemmenden Genen be-
kannt. Eine wichtige Rolle spielt dabei offenbar das sogenannte „p53-Gen“. Es kontrolliert, ob
während der DNA-Replikation Fehler aufgetreten sind. Werden Schäden entdeckt, wird der
Zellzyklus unterbrochen. Der Zelle wird die Gelegenheit gegeben den Schaden zu beheben.
Sind die Schäden jedoch zu groß, leitet p53 den Weg zur Apoptose ein. Mutationen in diesem
Gen haben gleich zwei gefährliche Auswirkungen. Erstens werden Zellen mit DNA-Fehler
nicht eliminiert und können Mutationen anhäufen. Zweitens fällt die Apoptose aus, und die
18wörtlich: Krebs-Gene
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defekten Zellen können sich weiter teilen. Treten weitere Mutationen auf, können sich Zellen
unter bestimmten Bedingungen aus dem Zellverband lösen und in neues Gewebe einwandern.
Dort können diese „bösartigen“ Zellen neue Tochtergeschwülste bilden (Metastasierung).
Der Vorgang der Krebsentstehung ist sehr komplex und wurde hier nur grob skizziert. Es
sind noch viele Fragen offen, die zu einem detaillierten Verständnis aller beteiligten Schrit-
te wichtig sind. Es ist jedoch eindeutig belegt, dass photoinduzierte DNA-Schäden bei der
Entstehung von Hautkrebs eine entscheidende Rolle spielen. In diesem Zusammenhang zei-
gen Sequenzanalysen der p53 Tumorsuppressor-Gene [dG99, Vin01, Bes05] aus Basal- und
Plattenepithelzellen von Hautkrebspatienten in etwa 30% der Fälle Schäden auf diesem Gen.
Etwa 68% dieser Defekte sind C → T Punkt-Mutationen, die in mehr als 90% aller Fälle
im Bereich von Di-Pyrimidin-Stellen liegen. Tandem-Mutationen CC→ TT ließen sich für
etwa 14% dieser Schäden nachweisen. Diese Mutationen werden als Fingerprintmutationen
bezeichnet und können direkt auf den schädigenden Einfluss von UV-Strahlung zurückgeführt
werden [Fri04].
2.2.4 Reparaturmechanismen
Die DNA ist einer großen Zahl an schädigenden und mutagenen Einflüssen ausgesetzt. Ab-
schätzungen zur Schadenshäufigkeit einschließlich aller Faktoren gehen von 104−106 Schäden
pro Tag und Zelle aus. Bei etwa 1012 Zellen im menschlichen Körper müssen entsprechend
täglich Schäden in einer Größenordnung von 1016 bis 1018 repariert werden [Sch03a]. Diese
Abschätzung macht deutlich, dass ein Organismus effiziente Reparatur-Mechanismen besitzen
muss.
Bereits bei der Replikation der Erbinformation kommt es zu tautomeren Verschiebungen und
Fehlpaarungen, die jedoch meist noch während der Synthese des Strangs repariert werden. Die
DNA-Polymerasen machen etwa alle 105 Basen einen Fehler. Erneutes „Prüfen“ der Sequenz
durch „Korrekturlesen“ reduziert die Fehlerrate um einen Faktor 100. Ein weiterer Faktor
1000 wird durch ein Fehlpaarungs-Reparatursystem ("mismatch repair", MMR) möglich. Die
Replikation findet dadurch in Eukaryonten mit einer Fehlerhäufigkeit von nur etwa einem Fehler
auf 1010 Basen statt [Kun92]. Viele Reparaturmechanismen machen sich die komplementäre
Information auf den beiden Strängen der Doppelhelix zu nutze. Ist nur ein Strang geschädigt
kann der zweite bei der Reparatur als Matrize dienen. Neben den Korrekturmechanismen, die
eine extrem niedrige Fehlerquote bei der Replikation und der Umsetzung der Erbinformation
möglich machen, hat die Natur eine ganze Reihe von Mechanismen entwickelt, die auf die
Beseitigung von DNA-Schäden optimiert sind. Einen guten Überblick zu den verschiedenen
Reparaturmechanismen bieten [Hoe01, Sch03a]. Die für die Reparatur von photoinduzierten
Schäden wichtigsten werden im Folgenden kurz erläutert.
Exzisions-Reparatur
Praktisch alle höher entwickelten Organismen besitzen die Voraussetzungen für die Exzisions-
Reparatur [San96]. Dieser Mechanismus eignet sich für bestimme DNA-Addukte und vor
allem für Photoschäden in der DNA [Woo96b, Sch03a]. Bei der Reparatur werden die geschä-
digten Basen eines Strangs aus dem DNA-Strang „geschnitten“ und die entstandene Lücke
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entsprechend der korrekten Watson-Crick Basenpaarung wieder geschlossen. Dieser Vorgang
beinhaltet im Wesentlichen drei Schritte:
1. Erkennen des veränderten DNA-Abschnittes auf einem Strang und Entfernen der schad-
haften Stelle durch DNA-Nukleasen.
2. Binden einer DNA-Polymerase an die Lücke und Ersetzen der fehlenden Nukleotide
anhand der Information des nicht geschädigten Strangs.
3. Schließen der Bruchstellen durch DNA-Ligasen.
Während das Schließen der Lücke durch Polymerasen und Ligasen immer nach dem glei-
chen Muster abläuft, hängt das Entfernen des Schadens im Einzelnen von der Art des Defektes
ab. Bei Schäden, die nur eine Base betreffen, wird die BER-Methode („Base excision repair“,
BER) eingesetzt. Bestimmte Enzyme, die DNA-Glycolyasen, erkennen veränderte Basen, die
zum Beispiel durch Desaminierung oder als Oxidationsprodukte entstanden sind. Sie bilden
einen Komplex mit der DNA und katalysieren die hydrolytische Entfernung des Schadens.
Dabei wird die N-glykosidische Bindung zwischen dem Zucker und der Base gelöst. Neun
verschiedene DNA-Glycolyasen wurden beim Menschen bisher indentifiziert, die jeweils
eine eigene Substratspezifität aufweisen [Sch03a]. Zum Beispiel erkennt die Uracil-DNA-
Glycolyase die Base Uracil als DNA-fremden Baustein. Dadurch lassen sich Punktmutationen,
die durch Desaminierung von Cytosin entstehen, vermeiden19. Im Anschluss an die Entfer-
nung der defekten Base werden AP-Endonukleasen eingesetzt. Diese erkennen abasische
Fehlstellen und entfernen den betroffenen Zuckerphosphatrest durch enzymatische Spaltung
des Phosphodiester-Rückgrats.
Bei größeren DNA-Defekten kommt der NER-Mechanismus („nucleotide excission repair“,
NER) zum Einsatz [San96, dB00, Yam06]. Er erlaubt zum Beispiel die Reparatur von Basen-
Schäden, die durch kovalente Bindungen der Basen mit Kohlenwasserstoffen entstehen. Die
Hauptaufgabe liegt jedoch in der Beseitigung UV-induzierter Schäden wie den Pyrimidin-
Dimeren. Bei dieser Reparatur ist ein Multi-Enzym-Komplex aktiv, der nicht nach einzelnen
Basenaustauschpaaren sucht, sondern nach größeren Verformungen und Veränderungen in der
Doppelhelix. Wird ein Defekt gefunden, wird das Phosphodiester-Rückgrat zu beiden Seiten
des Schadens gespalten und ein aus etwa 10 bis 20 Nukleotiden bestehendes Fragment um
die Schadens-Stelle entfernt. Die fehlenden Nukleotide werden durch eine DNA-Polymerase
ersetzt und die Lücke durch eine DNA-Ligase wieder geschlossen.
Da die aus der DNA entfernten Schäden als Abbauprodukte im Urin nachweisbar sind
[LC01], lassen sich im Fall von UV-induzierten Photoschäden — wie sie nach einem Sonnen-
bad entstehen — aus den nachgewiesenen Pyrimidin-Dimer-Schäden Rückschlüsse auf die
Wirksamkeit der Reparaturprozesse schließen. Zum Beispiel ist bekannt, dass eine reduzierte
Funktionsfähigkeit oder Inaktivierung der eben besprochenen Reparatur-Systeme zu einer
erhöhten Mutationsrate führt und für verschiedene Krankheitsbilder verantwortlich ist [dB00].
Das wird besonders bei Xeroderma-Pigmentosum (XP)-Patienten deutlich [Sch03a], die sehr
empfindlich auf Sonnenstrahlung reagieren. Normalerweise werden durch UV-Strahlung in-
duzierte Pyrimidin-Dimere in Fibroplasten in etwa 24 Stunden entfernt. Bei XP-Patienten
19Man vermutet, dass diese Reparatur-Möglichkeit einer der Gründe für die Verwendung von Thymin statt Uracil
in der DNA ist.
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wird in diesem Zeitraum jedoch fast kein Dimer-Schaden entfernt. Sie leiden an einem Defekt
der Exonuklease und haben dadurch ein etwa 1000-fach erhöhtes Risiko an Hautkrebs zu
erkranken [LG06].
Reparatur von Doppelstrangbrüchen
Doppelstrangbrüche werden in der DNA durch ionisierende Strahlung oder oxidative Reagen-
zien erzeugt und stellen ein großes Problem für die Zelle dar. Denn in diesem Fall steht kein
intakter Strang zur Verfügung, der bei der Reparatur als Matrize verwendet werden kann. Es
sind jedoch zwei Reparaturmechanismen bekannt, die diese Schäden beheben können [Sch03a].
Bei der homologen Rekombination („homologous recombination“, HR) wird die Tatsache
ausgenutzt, dass die meisten Zellen einen doppelten Chromosomensatz (diploide Zellen)20 und
damit zwei Kopien der genetischen Information besitzen. Spezielle Rekombinations-Proteine
erkennen die entsprechenden Sequenzen und nutzen das intakte Chromosom als Matrize in
einem komplizierten Reparaturprozess. Bei der nicht homologen Reparatur („non-homologous
end-joining“, NHEJ) werden die DNA-Enden einfach durch DNA-Ligasen wieder verbun-
den. Dieser Prozess ist jedoch nicht immer korrekt und es kommt oft zu einem Verlust von
einem oder mehreren Nukleotiden und damit — trotz der Reparatur — zu einer bleibenden
Veränderung des Genoms.
Photoinduzierte Reparaturmechanismen
Eine Besonderheit unter den Reparaturmechanismen sind lichtabhängige Prozesse [San03,
Web05]. Diese Mechanismen waren wahrscheinlich bereits bei den ersten photosynthetischen
Cyanobakterien (vor 2-3 Milliarden Jahren) von Bedeutung, die in einer Umgebung ohne
schützende Ozonschicht [Wie02] überleben mussten. Die Reparaturenzyme werden als DNA-
Photolyasen bezeichnet und konnten bisher in Pflanzen, Bakterien, Reptilien und Fischen,
jedoch nicht in plazentalen Lebewesen wie dem Menschen nachgewiesen werden. Sie erken-
nen photoinduzierte DNA-Schäden und können diese mit Hilfe von Lichtenergie reparieren
[San94, San03]. Bisher sind zwei Arten bekannt. Die CPD-Photolyasen erkennen und beheben
ausschließlich CPD-Schäden, die (6-4)-Photolyasen sind speziell für die Reparatur der entspre-
chenden (6-4) Photoaddukte zuständig. Vor allem Strukturanalysen haben in der Vergangenheit
dazu beigetragen, einige Details der Reparaturmechanismen zu entschlüsseln [Fri04], die für
viele Organismen den Hauptschutzmechanismus gegen UV-induzierte Schäden darstellen.
Die CPD-Photolyase
In den letzten Jahren ist es gelungen die dreidimensionale Struktur von CPD-Photolyasen
aus Bakterien zu bestimmen [Par95, Tam97, Kom01]. Photolyasen sind kugelförmige Pro-
teine mit einem aktiven Zentrum. Sie besitzen einen nicht kovalent gebunden FAD-Cofaktor
(„flavin adenine dinucleotide“, FAD) und ein zweites Coenzym, das in der Nähe der Ober-
fläche des Proteins als Photorezeptor wirkt. Man unterscheidet zwei Typen von Photolyasen,
die sich in der Art des Photorezeptors unterscheiden. Wird an dieser Stelle ein MTHF-
Molekül („5,10 Methenyl-Tetrahydrofolyl-Polyglutamat“, MTHF) eingesetzt, spricht man von
20Diplous (griech.) = doppelt
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einer Typ I Photolyase. Bei der Verwendung eines 8-HDF-Moleküls („8-Hydroxy-5-Deaza-
Riboflavin“, 8-HDF) dagegen von einer Typ II Photolyase [San94].
(B)
(A)
8-HDF
FADH
(B)
8-HDF 8-HDF
Abb. 2.14: (A) Röntgenstrukturanalyse der CPD-Photolyase. Die Abbildung zeigt einen Duplex aus
einer Photolyase und einer DNA-Sequenz, die einen CPD-Schaden enthält. Übernommen aus [Mee04].
Abbdruck mit Erlaubnis durch AAAS. (B) Schema zum vorgeschlagenen Reaktions-Mechanismus
der lichtinduzierten CPD-Reparatur durch eine CPD-Photolyase, nach [San03]. Lichtanregung und
Energietransfer führen zu einem angeregten Flavin Cofaktor (FADH*−). In diesem Zustand kann ein
Elektron auf den Dimer-Schaden übertragen werden, der zur Spaltung des Schadens führt. Anschlie-
ßend wird das Elektron wieder auf das Flavin übertragen, das dadurch wieder in den Ausgangszustand
zurückkehrt.
Abbildung 2.14 A zeigt die Molekülstruktur einer Photolyase, die einen CPD-Schaden ins
aktive Zentrum aufgenommen hat [Mee04]. Untersuchungen zeigen, dass die Photolyase nach
dem Binden an den Schaden eine Umstrukturierung vollzieht. Die Photolyase scheint dabei die
DNA-Helix um etwa 36◦ zu beugen und damit den Schaden an die reaktive Stelle im Protein zu
bringen [vN99]. Nach dem heutigen Stand der Forschung erfolgt die Reparatur des Schadens
in mehreren Schritten [Web05]. In Abbildung 2.14 B ist ein Schema der Reparaturschritte
dargestellt [San03]. Zunächst bindet die Photolyase in ihrer aktiven Form — in dieser liegt ein
reduziertes FADH− Molekül im aktiven Zentrum vor — in einem lichtunabhängigen Schritt
an den Dimer-Schaden. Absorption von UV-Licht oder Energietransfer über den zweiten
Cofaktor (8-HDF), der im sichtbaren Spekralbereich absorbiert, führt den FADH− Cofaktor
in einen angeregten Zustand über (FADH−)*. Das angeregte Flavin-Molekül transferiert ein
Elektron auf das Dimer und wird dabei zu einem neutralen FADH∗-Radikal. Das entstandene
Dimer Radikal-Anion spaltet sich in die entsprechenden Monomere und transferiert das
„überschüssige“ Elektron wieder zurück auf den FADH-Cofaktor, der dadurch wieder in den
Ausgangszustand zurückkehrt. Trotz dieser schlüssigen Darstellung des Reaktionsweges sind
zur Zeit noch viele Teilaspekte hypothetischer Natur und erfordern weitere Untersuchungen
[Mac03, Web05, Sch05].
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Die (6-4) Photolyase
In Analogie zur CPD-Photolyase existiert auch für das (6-4) Photoaddukt eine Klasse von
Reparaturproteinen, die (6-4) Photolyasen [Kim94, Zha97]. Sie besitzen eine sehr hohe Se-
quenzhomologie zur CPD-Photolyase, enthalten einen FAD-Cofaktor und wahrscheinlich ein
Folat als zweites Coenzym. Eine EPR-Studie (Paramagnetische Elektronen Resonanz) hat
gezeigt, dass auch hier das FAD in zwei lichtinduzierten Schritten zum FADH− reduziert
wird [Web02]. Es gibt jedoch noch keine Kristallstrukturen dieser Moleküle, so dass noch
keine endgültigen Aussagen zu den strukturellen Anforderungen für den Elektronentransport
vorliegen. Eine Modellvorstellung geht davon aus, dass der (6-4) Schaden im aktiven Zentrum
des Proteins in einem ersten Schritt zurück in das Oxetan überführt wird [Kim94] und anschlie-
ßend eine Retro-Paterno-Büchi Reaktion stattfindet, die wieder die Ausgangsprodukte erzeugt
[Web05].
Ausblick
Sowohl die genaue Funktionsweise der CPD-Photolyase als auch der (6-4) Photolyase sind
Gegenstand aktueller Forschung. Einige Arbeitsgruppen beschäftigen sich zum Beispiel mit der
Synthese von Modellstrukturen, die den betreffenden Schaden besitzen und Komplexe mit den
Reparaturenzymen eingehen können. Damit lassen sich Aufschlüsse über die Mechanismen
der Schadens-Erkennung und die Schadens-Reparatur erhalten [Car98, Cic02, Fri04, Kun05].
Zusätzlich zu den statischen, strukturauflösenden Experimenten erhofft man sich vor allem
von zeitaufgelösten Messmethoden, wie sie in dieser Arbeit durchgeführt wurden, weitere
Erkenntnisse über die einzelnen Teilschritte dieser Reparaturmechanismen [Mac03, Sch05].
2.3 Photophysik und Photochemie von Nukleinsäuren
In Anbetracht der strahlungsinduzierten Photoschäden in der DNA wird deutlich, dass Repara-
turmechanismen unentbehrliche Bestandteile der Zellen sind, ohne die eine ausreichend hohe
Stabilität der Erbinformation nicht gegeben wäre. Allerdings mussten sich diese Reparaturme-
chanismen im Laufe der Evolution erst entwickeln. Man geht davon aus, dass sich Leben unter
den Bedingungen einer hohen UV-Strahlenbelastung nur entwickeln konnte, weil eine natür-
liche Selektion beim Aufbau der Strukturen des Lebens zu Molekülen führte, die sich unter
diesen Bedingungen als ausreichend stabil erwiesen [Wie02]. Wie hat es die Natur geschafft
die Schadensrate in dieser feindlichen Umgebung so gering zu halten, dass die Entwicklung
komplexer Lebewesen möglich wurde? Eine Antwort auf diese Frage könnte in den photophy-
sikalischen und photochemischen Eigenschaften dieser Moleküle liegen. Photophysikalische
Prozesse beschreiben die Absorption von Licht durch ein Molekül und die dadurch ausgelösten
Prozesse, an deren Ende das Molekül wieder in seiner ursprünglichen Form vorliegt. Am Ende
einer photochemischen Reaktion steht dagegen ein verändertes Molekül, das Photoprodukt.
Der Übergang zwischen beiden Bereichen ist fließend [Cad90, CH04a]. Ein stark vereinfachtes
Schema zur Veranschaulichung der beiden Begriffe für eine Photoreaktion ist in Abbildung
2.15 unter Verwendung von Potentialflächen gezeigt. Photochemische Prozesse beinhalten
im allgemeinen mehrere Einzelschritte, von denen jedoch meist nur wenige direkt über die
Absorption von Licht aktiviert werden. Die Fortschritte auf dem Gebiet der Lasertechnologie
ermöglichen heute Experimente (Femtosekunden-Spektroskopie), in denen lichtinduzierte
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Abb. 2.15: Schematische Darstellung von Potentialflächen zur Veranschaulichung der Begriffe „Pho-
tophysik“ und „Photochemie“. In dieser stark vereinfachten Darstellung kann das System nach Lich-
tabsorption entweder mit der Rate kR in den Grundzustand zurückkehren oder mit der Rate kP ein
Photoprodukt bilden. Die Abbildung orientiert sich an [Tur91].
Reaktionen in Molekülen auf einer Zeitskala von 10−15 Sekunden direkt beobachtet werden
können [Zew00]. Zeitaufgelöste spektroskopische Verfahren haben in der Vergangenheit we-
sentlich zum Verständnis der Photophysik von Nukleinsäuren beigetragen. Die folgenden
Abschnitte behandeln photophysikalische Grundlagen, erläutern Ergebnisse zur Photophysik
von Nukleinsäuren und geben einen Überblick zum Stand der Forschung in Bezug auf die
Bildung von Thymin-Dimeren.
2.3.1 Grundlagen zur Photophysik
Die Absorption von Licht durch ein Molekül führt zur Besetzung angeregter elektronischer
Energieniveaus. Das Jablonski-Diagram in Abbildung 2.16 erlaubt eine Darstellung der Lage
und der möglichen Übergänge zwischen diesen Niveaus. Man unterscheidet dabei zwischen
„spin-erlaubten“- und „spin-verbotenen“-Übergängen21, die über die beteiligten Spin-Zustände
der Elektronen definiert sind (Multiplizitäten)[Woe98]. Fast alle stabilen organischen Moleküle
haben eine gerade Elektronenzahl, die in den Molekülorbitalen paarweise antiparallel orientiert
sind, und damit die Gesamtspinquantenzahl S = 0 und die Multiplizität 2S +1 = 1 (Singulett-
Zustand) besitzen. Sind dagegen zwei Elektronen-Spins parallel orientiert, ist die Gesamtspin-
Quantenzahl S = 1 und die Multiplizität 2S + 1 = 3 (Triplett-Zustand). Übergänge zwischen
Singulett- und Triplett-Zuständen sind mit einer Spin-Umkehr verbunden und durch eine
Auswahlregel verboten. Das „Spinverbot“ kann jedoch zum Beispiel durch starke Spin-Bahn-
Kopplung gelockert werden [Dör82, Kle95].
Zu den spin-erlaubten Übergängen gehört die Anregung aus dem Grundzustand (S0) in einen
21Das Übergangsmoment für einen Wechsel zwischen verschiedenen elektronischen Zustände besteht aus
drei Faktoren: dem Frank-Condon-Faktor, dem Symmetriefaktor und dem Spin- oder Multiplizitätsfaktor.
Ist einer dieser Faktoren gleich Null, treten strahlungsgekoppelte Übergänge nicht, oder nur mit geringer
Wahrscheinlichkeit auf, sie sind „verboten“ [Woe98].
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Abb. 2.16: Das Jablonski Diagramm zeigt die unteren Energie- und Schwingungsniveaus eines organi-
schen Moleküls mit einer geraden Anzahl an Elektronen. Die entsprechenden Spin-Konfigurationen sind
neben den Engieniveaus dargestellt. Durchgezogene Linien entsprechen strahlenden, wellenförmige
Linien strahlungslosen Prozessen.
höher liegenden Singulett-Zustand (S1 oder Sn). Meist werden dabei höhere Schwingungs-
niveaus besetzt (Frank-Condon-Prinzip) aus denen eine schnelle Schwingungsrelaxation erfolgt.
Dabei kommt es zu einer intramolekularen Energie-Umverteilung im Molekül („internal vibra-
tional relaxation“, IVR) und intermolekularer Wärmeabgabe an die Umgebung (Lösungsmittel).
Dieser Vorgang wird auch als Kühlen („cooling“) eines schwingungsangeregten oder „heißen“
Zustands bezeichnet. Höhere Singulett-Zustände und Schwingungsniveaus relaxieren in der
Regel sehr schnell (innerhalb von 10−12 Sekunden) und strahlungslos in den Schwingungs-
grundzustand des S1-Niveaus (Kasha-Regel [Kas50]). Dieser Zustand kann entweder durch
Emission von Fluoreszenzlicht in den Grundzustand übergehen oder durch strahlungslose
Prozesse entvölkert werden. Zu den strahlungslosen Prozessen gehören die innere Umwand-
lung („internal conversion“, IC) und die Interkombination („inter system crossing“, ISC).
Die innere Umwandlung beschreibt den strahlungslosen Übergang zwischen Zuständen mit
identischer Spin-Multiplizität und ermöglicht den Übergang aus dem S1 in den Grundzustand.
Als Interkombination bezeichnet man strahlungslose, spin-verbotene Übergänge zwischen
Singulett- und Triplett-Zuständen. Die Interkombination stellt einen Deaktivierungsweg für
den S1-Zustand dar und führt zur Besetzung eines Triplett-Zustands, der gewöhnlich nicht
durch direkte Absorption eines Photons erhalten werden kann. Aus dem Triplett-Zustand kann
Phosphoreszenzlicht emittiert werden oder ein strahlungsloser Übergang in den Grundzustand
erfolgen. Da jedoch auch diese Übergange spin-verboten sind, haben Triplett-Zustände im
allgemeinen wesentlich längere Lebensdauern als angeregte Singulett-Zustände [Mur93].
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2.3.2 Über die Photophysik von Nukleinsäuren
Nach der Identifizierung der Bausteine der DNA wurde mit spektroskopischen Methoden
(Absorptions- und Emissionstechniken) versucht, die Lage der Energieniveaus und die nach
Lichtabsorption auftretenden photophysikalischen Prozesse aufzuklären. Eine ausführliche
Zusammenstellung der frühen Experimente und Ergebnisse bis 1990 findet sich in [Cad90].
Die Lebensdauern der S1-Zustände wurden zunächst über die Bestimmung von Fluoreszenz-
Quantenausbeuten abgeschätzt, nachdem Daniels und Hauswirth 1971 für Nukleinbasen in
wässriger Umgebung eine sehr geringe Fluoreszenz-Quantenausbeute im Bereich von 10−4
[Dan71] nachweisen konnten. Über die Strickler-Berg-Beziehung [Str62] ergaben sich daraus
erste Abschätzungen für die Lebensdauer der angeregten S1-Zustände, die in einer Größenord-
nung von einer Pikosekunde liegen sollten.
Eine direkte Bestimmung der Lebensdauer sollte in Folge durch zeitaufgelöste Experimente
erbracht werden. Lange Zeit waren jedoch die erreichbaren Zeitauflösungen der verwendeten
Apparaturen nicht ausreichend. Nikogosyan und Mitarbeitern führten als Erste Studien mit
Pikosekunden-Zeitauflösung durch [Ora81, Nik82, Nik85]. Sie konnten aber zunächst nur
obere Grenzen für die Lebensdauer angeben. In Zusammenarbeit mit Lindquvist und Laube-
reau wurden anschließend Experimente mit einer Zeitauflösung im Femtosekunden-Bereich
durchgeführt [Nik96, Reu96, Reu00]. Allerdings waren auch bei diesen Experimenten ein-
deutige Aussagen über die genaue Lebensdauer schwierig. Trotz der erheblich verbesserten
Zeitauflösung, ergaben sich durch die Verwendung sehr hoher Lichtintensitäten, dominante
Beiträge durch verschiedene Prozesse, die eine komplizierte Analyse der Signal-Beiträge nötig
machten22. Erst im Jahr 2000 gelang Pecourt und Mitarbeitern die erste eindeutige Bestimmung
der S1-Lebensdauer für mehrere Nukleinbasen [Pec00]. Demnach besitzen die Nukleinbasen in
Übereinstimmung mit der Abschätzung (nach Strickler-Berg) extrem kurze S1-Lebensdauern
im Bereich von einigen 100 fs. Vorraussetzung für diese Arbeit, die in Folge durch weitere Stu-
dien bestätigt werden konnte [Peo01, Gus02], waren technologische Fortschritte an den Laser-
und Mess-Systemen, die eine erhebliche Reduktion der verwendeten Anregungsintensitäten
ermöglichten.
Die Fortschritte auf dem Gebiet der zeitaufgelösten Mess-Methoden, insbesondere auf dem
Gebiet der Anreg-Abtast-Spektroskopie und den Fluoreszenz-Techniken, haben dadurch zu
einem wesentlich besseren Verständnis der angeregten Zustände der DNA-Bausteine beige-
tragen. Experimente an Molekularstrahlen erlauben zudem die Untersuchung isolierter und
kalter Moleküle, die sich besonders gut mit quantenmechanischen Modellen erfassen lassen.
Letztere zeigen jedoch auch deutlich die Grenzen der theoretischen Modelle. Zum einen lassen
sich die Ergebnisse für isolierte Moleküle nicht direkt auf Systeme in Lösung übertragen, zum
anderen beschränken nach wie vor Rechnerkapazitäten die Untersuchung größerer Systeme.
Die Forschungsergebnisse der letzten Jahre werden ausführlich in [CH04a] diskutiert. Einen
Bereich bilden in diesem Zusammenhang Experimente und theoretische Berechnungen an
einzelnen Basen und Nukleotiden, einen anderen, Experimente an Di- und Poly-Nukleotiden
sowie an DNA-Doppelsträngen. Die folgende Darstellung zum Stand der Forschung knüpft an
Aussagen in [CH04a] an.
22Bei sehr hohen Intensitäten treten Beiträge durch die Zwei-Photonen-Ionisation des Lösungsmittels (Wasser)
und die Ionisierung der zu untersuchenden DNA-Moleküle in den Vordergund.
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Elektronische Zustände von Nuklein-Basen und Nukleotiden
Einzelne Nuklein-Basen und Nukleotide werden als Untersuchungsobjekte verwendet, mit der
Hoffnung, das komplexe System DNA auf seine Basiseinheiten reduzieren zu können. Im Laufe
der Zeit wurden an diesen Molekülen zahlreiche Experimente mit dem Ziel durchgeführt, die
energetische Reihenfolge der elektronischen Zustände und deren Lebensdauern zu bestimmen
[Voe63, Cal83, Cad90, Woo96a, CH04a]. Die folgenden Ergebnisse beziehen sich, soweit
nicht anders vermerkt, auf Experimente bei Raumtemperatur und in wässriger Lösung.
Die DNA-Basen zeigen zwischen 240 - 290 nm intensive Absorptionsbanden, die auf 1pipi*-
Übergänge zurückgeführt werden [Voe63]. Bei diesen wird ein Elektron aus einem pi-Orbital
des Grundzustands in ein nicht bindendes pi*-Orbital angehoben [Cal83]. Die an den Hetero-
Atomen (Stickstoff, Sauerstoff) lokalisierten Elektronen-Paare sind für 1npi*-Übergänge verant-
wortlich, bei denen ein Elektron aus einem nicht bindenden Hybrid-Orbital der Hetero-Atome
in ein nicht bindendes pi*-Molekül-Orbital angehoben wird. Allerdings besitzen diese Über-
gänge in der Regel nur sehr geringe Oszillatorenstärken und sind deshalb an Nuklein-Basen
bisher noch wenig charakterisiert [Cal83, Fue95, Ism02, CH04a].
Nach UV-Anregung im Bereich der starken 1pipi*-Bande zeigen alle Basen und Nukleotide
einen sehr schnellen und strahlungslosen Übergang in den Grundzustand. Die Lebensdauern
für diese Prozesse liegen in Zeitbereichen von einigen hundert Femtosekunden [Pec00, Peo01,
Gus02]. Während in Purin-Basen eindeutig die sehr schnelle Desaktivierung der angeregten
Zustände dominiert, konnte in einer kürzlich veröffentlichten Studie [Har06] gezeigt werden,
dass in Pyrimidin-Derivaten auch wesentlich langlebigere Singulett-Zustände besetzt werden,
die Lebensdauern von einigen 10 bis zu einigen 100 Pikosekunden besitzen. Das Auftreten
dieser Zustände, wird auf langlebige 1npi*-Zustände zurückgeführt, deren Besetzung stark mit
dem Lösungsmittel variiert. Die Ergebnisse deuten zudem darauf hin, dass 1npi*-Zustände eine
zentrale Rolle bei der Interkombination in die Triplett-Zustände spielen könnten [Har07a]. In
wässriger Lösung sind die Ausbeuten für die Interkombination in Triplett-Zustände sehr gering
und liegen für die Basen und Nukleotide in Bereichen von wenigen Prozent oder darunter
[Cad90, Woo96a]. Die Lebensdauern der niedrigsten Triplett-Zustände liegen in wässriger
Lösung im Mikrosekunden-Bereich [Cad90].
Elektronische Zustände von Poly-Nukleotiden
Vergleicht man die Ergebnisse an Einzelbasen mit Experimente an Di- und Poly-Nukleotiden
zeigt sich, dass jetzt zusätzliche Wechselwirkungen zwischen den Basen berücksichtigt wer-
den müssen. In diesen Molekülen können die Basen nicht mehr als einzelne Chromophore
behandelt werden. Sie sind über das Zuckerphosphatrückgrat verknüpft und kommen sich so
nahe, dass elektronische Wechselwirkungen zwischen den Basen auftreten, die zum Beispiel,
wie in Abschnitt 2.1.2 gezeigt, zur Stapelung der planaren Nuklein-Basen führen können. In
Doppelsträngen sind zusätzlich Wasserstoffbrücken zwischen den Basen der Stränge zu be-
rücksichtigen. Die Aufklärung der Wechselwirkungen und der daraus resultierenden Einflüsse
auf die elektronischen Zustände wurde in der Vergangenheit in einer Reihe von Experimenten
untersucht [Cad90, Tin96, CH04a].
Die Absorptionsspektren der Poly-Nukleotide zeigen in Bezug auf die Lage des Absorptions-
maximums und der Bandenform eine relativ große Ähnlichkeit zu den Einzel-Basen. Allerdings
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ist die molare Extinktion von Poly-Nukleotiden und DNA-Doppelsträngen im Bereich der
1pipi*-Übergänge der Basen in der Regel geringer als man es bei einer Addition der Einzel-
beiträge der Basen erwarten würde. Zudem ist die Absorption stark von äußeren Parametern
wie zum Beispiel der Temperatur oder dem pH-Wert abhängig. Die Erniedrigung der mola-
ren Extinktion (Hypochromie) beim Übergang von Einzel-Basen zu Nukleotid-Ketten kann
durch Coulomb-Wechselwirkungen und die Anordnung der Übergangs-Dipolmomente der
Basen erklärt werden und wird in [Tin60, Ric60] ausführlich diskutiert. Durch die auftretende
Hypochromie lassen sich strukturelle Veränderungen, die zum Beispiel mit einer Tempera-
turerhöhung verknüpft sind (Denaturierung der Doppelhelix) im UV-Absorptionsspektrum
nachweisen [Tin96].
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Abb. 2.17: Schematische Darstellung für die Bildung eines Excimer-Zustands zwischen zwei identi-
schen Molekülen (P). Für große Abstände können die Moleküle als unabhängig voneinander betrachtet
werden. Die Absorptions- und Emissionseigenschaften entsprechen den einzelnen Molekülen. Treffen
sich die Moleküle jedoch (z.B. diffusionslimitierte Kollision) während sich eines der Moleküle noch in
einem angeregten Zustand befindet, oder liegen die beiden Moleküle bei der Anregung bereits nahe
beieinander, kann es durch Ladungs-Transfer („charge transfer“) oder Austausch-Wechselwirkungen
(„excitation exchange interaction“) zu einer Stabilisierung (∆HEx.) und einem gebundenen elektronisch
angeregten Zustand kommen. Sind beide Moleküle identisch, spricht man von einem Excimer („excited
dimer“) ansonsten von einem Exciplex („excited complex“). Aufgrund der Energieabsenkung des an-
geregten Zustands und der Abstoßung der Moleküle im Grundzustand (∆ERep.) zeichnen sich diese
Zustände durch eine rotverschobene (und strukturlose) Fluoreszenz-Emission aus.
Allein aus diesen Beobachtungen lassen sich jedoch noch keine Aussagen über die nach der
Absorption eines UV-Photons besetzten Zustände ableiten. In zeitaufgelösten Experimenten
wurden Zustände nachgewiesen, deren Lebensdauer nahe an den Werten für einzelne Nu-
kleotide oder Basen liegen. Man geht davon aus, dass hier die Energie von einem einzelnen
Chromophor im Polymer absorbiert wurde, dessen elektronische Zustände mit denen von
Einzel-Basen oder Nukleotiden vergleichbar sind. Zusätzlich wurden jedoch auch langlebige
Zustände gefunden, die in den Einzel-Basen nicht auftreten [Cad90, CH04a, CH04b]. Expe-
rimente an Di- und Poly-Nukleotiden zeigen, dass die Energie nach der Licht-Absorption
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nicht nur auf eine Base lokalisiert ist, sondern auch auf zwei oder mehr Basen verteilt sein
kann [Cad90, Bal91]. In diesem Zusammenhang wurden Fluoreszenz-Emissionen beobachtet,
die deutlich rotverschoben zu den Emissionen der Monomere liegen [Bal82, Cad90] und
Zerfallszeiten in Bereichen von 100 ps bis zu einigen ns aufweisen [Mar03, CH04b, Ple00].
Als mögliche Erklärung werden in der Literatur sogenannte Exciplex- bzw. Excimer-Zustände
(„excited complex“ = Exciplex, zwischen zwei verschiedenen Basen, bzw. „excited dimer“ =
Excimer, zwischen zwei identischen Basen) diskutiert [Eis66]. Eine stark vereinfachte Dar-
stellung der Verhältnisse, die Excimer-Zustände beschreiben, ist in Abbildung 2.17 gegeben.
In dieser ist die potentielle Energie der Moleküle (P) in Abhängigkeit von ihrer relativen
Entfernung aufgetragen. Befinden sich die Moleküle in einem großen Abstand zueinander,
verhalten sie sich nach Lichtanregung wie isolierte Moleküle. Nähern sich zwei Moleküle
kommt es im Grundzustand ab einem bestimmten Abstand zu einer zunehmenden Abstoßung.
Ist jedoch eines der Moleküle angeregt, kann es durch Ladungs-Transfer („charge transfer“)
oder Austausch-Wechselwirkungen zu einer energetischen Stabilisierung und die Bildung eines
angeregten Molekül-Komplexes (Excimer) kommen [Tur91]. Entsprechend der Energieabsen-
kung zeigen diese Zustände eine deutlich rotverschobene Fluoreszenz-Emission.
Eine ausführliche Diskussion über die Verwendung dieser Begriffe in Bezug auf Poly-
Nukleotide in denen sich die beteiligten Basen in direkter Nachbarschaft zueinander liegen fin-
det sich in [CH04a]. Auch für doppelsträngige DNA-Moleküle werden Exciton- und Excimer-
ähnliche Zustände diskutiert, die eine Delokalisation der Anregungsenergie auf mehrere Basen
beinhalten [Ris02, Bou03, Mar03]. In [CH05] wurden auftretende, langlebige Zustände in
einzel- und doppelsträngiger DNA auf die Bildung von Excimer-Zuständen in Bereichen
mit gestapelten Basen zurückgeführt. Im Gegensatz zum Fall der Einzel-Basen bilden diese
Zustände in dem untersuchten Adenosin-Polymer sogar den dominanten Desaktivierungskanal.
In Doppelsträngen oder einzelnen Watson-Crick Basen-Paaren könnten auch Wasserstoff-
brücken zwischen den komplementären Basen eine wichtige Rolle bei der Desaktivierung
spielen. Eine Möglichkeit wären zum Beispiel Proton-Transfer-Reaktionen [Loe63], die zu
einer schnellen Desaktivierung der Energie nach UV-Absorption beitragen könnten. Aller-
dings konnten entsprechende Prozesse bisher nur an isolierten Modell-Basen-Paaren in der
Gasphase nachgewiesen werden [Dou95]. Experimente zwischen einzel- und doppelsträngigen
Poly-Nukleotid-Sequenzen in wässriger Lösung deuten jedoch eher darauf hin, dass unter
den Bedingungen in Lösung vor allem die Basen-Stapelung innerhalb eines Strangs und nicht
die Wasserstoffbrücken zwischen den DNA-Basen im Doppelstrang für den Hauptanteil der
Desaktivierung verantwortlich sind [CH05].
Theoretische Beschreibung der elektronischen Zustände
Mit quantenchemischen Rechnungen wird versucht, eine Beschreibung der elektronischen Zu-
stände und Desaktivierungs-Prozesse der Nukleinsäuren zu erhalten [Spo01, CH04a]. Bereits
die Berechnung der Energiezustände isolierter Basen erweist sich jedoch als sehr komplex,
da die Hetero-Atome (Stickstoff und Sauerstoff) der Basen zur Existenz verschiedener 1pipi*-
und 1npi*-Übergänge führen. Einfache Modelle und Näherungen, die sich für die Behandlung
einfacher polyzyklischer Moleküle, wie zum Beispiel Benzen, eignen, können deshalb für
die Behandlung der Nuklein-Basen nicht verwendet werden [Cad90]. Da angenommen wird,
dass der Übergang von Basen zu Nukleotiden lediglich zu kleinen Modifikationen der rele-
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vanten elektronischen Übergänge und Zustände führt, wurden die meisten Rechnungen bisher
fast ausschließlich für einzelne Basen durchgeführt. Für diese gibt es mittlerweile eine gute
Übereinstimmung in Bezug auf die energetische Lage der 1pipi*-Zustände [CH04a]. Dagegen
sind die Aussagen in Bezug auf die Lage der 1npi*-Zustände noch nicht eindeutig. Vor allem
der Einfluss des Lösungsmittels ist dabei von großer Bedeutung, da dieses die Lage der npi*-
Zustände stärker beeinflusst. Unter Umständen kann es dadurch sogar zu einer Vertauschung
in der energetischen Reihenfolge der Zustände kommen [CH04a].
Neben der Beschreibung der energetischen Lage angeregter Zustände richtet sich ein wei-
terer Schwerpunkt der theoretischen Betrachtungen auf das Verständnis der zum Teil extrem
schnellen und strahlungslosen Desaktivierungs-Prozesse. Strahlungslose Prozesse können
immer dann mit hoher Wahrscheinlichkeit auftreten, wenn sich Potential-Hyperflächen der
beteiligten Zustände nahe kommen, berühren oder schneiden. In Abbildung 2.18 ist eine ent-
Abb. 2.18: Darstellung eines strahlungslosen Desaktivierungspfads auf einer modellhaften Potential-
Landschaft. S0 bezeichnet den elektronischen Grundzustand, S1 den niedrigsten angeregten Zustand.
Nach optischer Anregung befindet sich das System im Frank-Condon-Bereich (FC) der Energieland-
schaft. Von dort bewegt sich das System entlang der beiden Reaktionskoordinaten q1 und q2. In der
Nähe und am konischen Schnitt (CI) ist ein schneller und effizienter Übergang in den Grundzustand
und die Rückkehr in den Ausgangszustand möglich. Abbildung übernommen aus [Har07a]. Copyright
2007 National Academy of Sciences.
sprechende Energielandschaft in Abhängigkeit von den beiden Reaktionskoordinaten q1 und q2
schematisch dargestellt. Gemäß dem Frank-Condon-Prinzip [Atk03] hat der angeregte Zustand
im Franck-Codon-Bereich (FC) zunächst dieselbe Geometrie wie der Grundzustand. Erreicht
das Molekül anschließend eine Geometrie, in der sich die Potentialflächen des angeregten und
des Grundzustands schneiden, ist an dieser Schnittstelle („conical intersection“, CI) eine effizi-
ente und schnelle Relaxation in den Grundzustand möglich [Kle95]. Das Auftreten konischer
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Durchschneidungen ist mittlerweile allgemein akzeptiert und wird auch für die ultraschnelle
Relaxation der Nukleinsäuren verantwortlich gemacht [CH04a, Per06a, Bla06, SP07]. Die
Reaktionskoordinaten jedoch, entlang derer diese Stellen erreicht werden, sind weiterhin Ge-
genstand der Diskussion. Zum Beispiel könnten, wie im letzten Abschnitt angedeutet, Proton-
Transfer-Reaktionen für die schnelle interne Konversion in Basen-Paaren verantwortlich sein.
Obwohl theoretische Rechnungen [Sob04, Per06b] einen entsprechenden Mechanismus mög-
lich erscheinen lassen, konnte dieser Reaktionsweg für Nuklein-Basen in Lösung bisher nicht
nachgewiesen werden.
Resümee
Spektroskopische Untersuchungen und quantenmechanische Rechnungen konnten in der Ver-
gangenheit einige wichtige Fragen zu den elektronischen Zuständen in DNA-Basen beant-
worten. Für die Photostabilität der DNA wurden lange Zeit vor allem die sehr schnellen
Desaktivierung-Prozesse der Monomere verantwortlich gemacht. In diesem Zusammenhang
sollte eine schnelle Desaktivierung verhindern, dass langlebige energiereiche Zustände zu Pho-
toschäden führen. Diese Eigenschaft wurde als wichtiges Auswahlkriterium der Natur bei der
Wahl der Bausteine des Lebens gewertet. Die Ergebnisse in Poly-Nukleotiden zeigen jedoch,
dass aufgrund der Wechselwirkungen benachbarter Basen andere Desaktivierungs-Kanäle auf-
treten als in den Monomeren. Zudem wurden vor kurzem auch in einzelnen Pyrimidin-Basen
„langlebige“ Zustände (∼ 100 fs) nachgewiesen, die für die Bildung von Photoprodukten von
Bedeutung sein könnten. Die Aufklärung der Reaktionswege, die zu chemischen Reaktionen
führen, ist deshalb von großer Bedeutung.
2.3.3 Photochemie und Bildung von Thymin-Dimeren
Während in den letzten beiden Abschnitten die photophysikalischen Aspekte der Nukleinsäu-
ren behandelt wurden, soll in diesem Abschnitt der Stand der Forschung in Bezug auf die
Bildung von Photoprodukten in der DNA im Vordergrund stehen [Cad92]. Für photochemische
Reaktionen werden energiereiche (angeregte) Singulett- oder Triplett-Zustände verantwortlich
gemacht23. Die schematische Darstellung einer einfachen Photoreaktion über einen angereg-
ten Zustand ist in Abbildung 2.19 gezeigt. Nach Lichtabsorption befindet sich das Molekül
zunächst im Frank-Condon-Bereich der Potentialfläche des angeregten Zustands. Besitzt das
Molekül ausreichend Energie, kann es entlang der beiden Reaktionskoordinaten q1 und q2
die Potentialbarriere überwinden und auf die Potentialfläche des Produkts gelangen. Dieses
Bild stellt eine starke Vereinfachung dar. In der Regel sind in Photoreaktionen konkurrierende
Prozesse (photophysikalische Desaktivierung) und eventuell auftretende Intermediate von
Bedeutung [Tur91].
Die Wahrscheinlichkeit für mono-molekulare und vor allem bi-molekulare Reaktionen
ist umso größer, je länger die Lebensdauer des angeregten Zustands ist. Aus diesem Grund
sind photochemische Reaktionen aus Triplett-Zuständen häufiger als aus den relativ kurzlebi-
gen Singulett-Zuständen. Als Kenngröße für die Wahrscheinlichkeit einer Reaktion wird die
23Bei der Bildung von Photo-Hydraten in Uracil und Cytosin wird auch eine thermische Reaktion über einen
heißen Grundzustand diskutiert [Wac64].
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Abb. 2.19: Schematische Darstellung einer Photoreaktion auf einer modellhaften Potentialfläche.
S0 bezeichnet den elektronischen Grundzustand, S1 den niedrigsten angeregten Zustand. Nach
optischer Anregung befindet sich das System im Frank-Condon-Bereich der Energielandschaft. Von
dort bewegt sich das System entlang der beiden Reaktionskoordinaten q1, q2 die das Wellenpaket auf
die Potentialfläche des Produktzustandes führt. Abbildung übernommen aus [Har07a]. Copyright 2007
National Academy of Sciences.
Quantenausbeute Φ angegeben:
Φ =
Anzahl der pro Zeiteinheit umgesetzten Moleküle
Anzahl der pro Zeiteinheit absorbierten Lichtquanten
. (2.1)
Die Quantenausbeuten für die Bildung von Photoprodukten liegen in der DNA meist deutlich
unter einem Prozent [Cad90]. Pyrimidin-Dimere zwischen benachbarten Thymin Basen sind
dagegen mit Ausbeuten von etwa 1-2 Prozent die eindeutig am häufigsten durch UV-Strahlung
induzierten DNA-Schäden [Dou01, Dou06,Mou06]. Ihre biologische Bedeutung wurde aus-
führlich in der Einleitung und in Abschnitt 2.2.3 diskutiert. Trotz zahlreicher Bemühungen
[Cad90,Mar05, CH05] konnte der Bildungs-Mechanismus dieser Schäden in der DNA bisher
nicht eindeutig geklärt werden.
Thymin-Dimere: Überblick zum Stand der Forschung
Photochemische Reaktionen in DNA-Molekülen wurden bereits Anfang der 60er Jahre des
20. Jahrhunderts untersucht [Cad90]. Dabei wurde nach UV-Belichtung sowohl zwischen
Thymin-Basen in gefrorener Lösung [Beu58, Beu60b] als auch in bakterieller DNA [Wan60]
ein Photoprodukt nachgewiesen, dass als Zyklobutan-Pyrimidin-Dimer (CPD) identifiziert wer-
den konnte [Beu60a, Beu61,Wul61]. Die Bildung dieser Photoprodukte ist in Abbildung 2.20
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für einzelne Thymin-Moleküle zusammen mit der UV-Absorption der entsprechenden Molekü-
le dargestellt. Während Thymin eine starke Absorptionsbande im Bereich 240 - 290 nm besitzt,
zeigt dass Photoprodukt erst für Wellenlängen kleiner 260 nm eine merkliche Absorption.
Die Photoreaktion ist photo-reversibel, so dass es bei Belichtung der Dimere wieder zu einer
Spaltung in die Einzel-Basen kommt [Wan60,Wan61, Set61]. Die stark unterschiedlichen Ab-
Abb. 2.20: Oben: Molekülschema zur Photoaddition zwischen Thymin-Basen. Links: Absorptions-
spektren von Thymin und dem bei der Photoreaktion entstehenden Thymin-Dimer. Das Spektrum ist
übernommen aus [Wul61]. Abbdruck mit Erlaubnis durch Elsevier (Copyright 1961). Rechts: Bei der
Bildung des Photoprodukts in Lösung können vier stereoisomere Formen gebildet werden.
sorptionsspektren der beiden Moleküle lassen sich durch den Verlust des pi-Systems der C5=C6
Doppelbindung, und damit des pipi*-Übergangs, bei der Dimerisierung erklären. Prinzipiell
sind bei der Bildung des Zyklobutan-Rings, vier stereoisomere Formen denkbar, die in Ab-
bildung 2.20 schematisch dargestellt sind [Wul61,Wei66]. In Di- und Poly-Nukleotiden sind
die Anti-Konformationen aufgrund sterischer Einschränkungen nicht möglich [Dee63, Fri04]
(siehe Abschnitt 2.2.2). Zusätzlich tritt in diesen Molekülen eine klare Bevorzugung des cis-
syn-Isomer gegenüber dem trans-syn-Isomer auf, die sich zum Beispiel in den Di-Nukleotiden
in einem Verhältnis von etwa 5:1 äußert [Joh64, Cad90].
Während die Quantenausbeuten für die Dimer-Bildung zwischen Thymin-Basen in Di-
und Poly-Nukleotide in wässriger Lösung im Bereich von etwa 1-3% liegt, wurde für die
UV-induzierte Rückreaktion eine Quantenausbeute nahe 100% nachgewiesen [Dee63, Joh62].
Aus diesem Grund ist die Lage des photostationären Gleichgewichts nach hohen Strahlendosen
stark Wellenlängenabhängig [Dee63,Wul63]. Diese Wellenlängenabhängigkeit muss bei der
Bestimmung der Quantenausbeuten berücksichtigt werden [Fri04].
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Mechanismen der Dimer-Bildung
Aufgrund seiner biologischen Bedeutung in Bezug auf DNA-Schäden und Mutationen wurde
bald nach der Identifizierung dieser Photoprodukte versucht, die Photochemie der Reaktion zu
entschlüsseln. Ausführliche Darstellungen zu ähnlichen photochemische Reaktionen finden
sich zum Beispiel in [Woo69, Bec91, Tur91,Woe98]. Bei der Reaktion handelt es sich um eine
[2 + 2]-Zykloaddition24, die nach Orbitalsymmetrie-Regeln (Woodward-Hoffmann-Regeln
[Hof68]) photochemisch erlaubt aber thermisch verboten ist25. In Abbildung 2.21 ist das Ergeb-
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Abb. 2.21: Energieschema für die thermische und photochemische Zykloaddition zwischen zwei
Thymin-Basen. Die Darstellung gibt die Ergebnisse aus einer Studie mit Dichtefunktional-Theorie für
einen Reaktionsverlauf über Singulett-Zustände wieder [Zha06]. Neben dem Energieschema sind
Molekülstrukturen des Ausgangszustands und Endprodukts (Thymin-Dimer) sowie eines postulierten
Zwischenzustands (TS) abgebildet. Während eine Reaktion über den angeregten Singulett-Zustand
nur mit einer kleinen Energiebarriere verknüpft ist, liegt zwischen Ausgangs-Zustand und dem Produkt
auf der Grundzustands-Potentialfläche eine hohe Energiebarriere. Damit ist die Bildung von Thymin-
Dimeren thermisch „verboten“. Die Molekülstrukturen sind [Zha06] entnommen. Abdruck mit Erlaubnis
durch American Chemical Society, Copyright (2006).
nis einer theoretischen Studie (mit Dichtefunktional-Theorie, DFT) zur CPD-Bildung zwischen
Thymin-Basen schematisch dargestellt [Zha06]. Die Abbildung zeigt, dass der Übergang in
das Produkt auf der Grundzustands-Potentialfläche über einen Zwischenzustand („transition
state“, TS) mit einer hohen thermischen Barriere verbunden und damit thermisch „verboten“
ist. Dagegen ist eine Reaktion über einen angeregten Singulett-Zustand lediglich mit einer
kleinen Barriere verbunden und die Reaktion damit photochemisch erlaubt. In [Zha06] wird
auch ein möglicher Reaktionsweg über Triplett-Zustände untersucht. Dieser soll über mehrere
24[n + n] bezieht sich auf die Anzahl n der Atome, der jeweiligen Gruppe, die an der Zykloaddition beteiligt sind.
25Eine Bildung von Thymin-Dimeren über einen thermisch angeregten Grundzustand wird durch eine sehr hohe
Energiebarriere zwischen beiden Zuständen verhindert [Dur02].
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Zwischenzustände ablaufen und ist mit der Bildung eines Bi-Radikals verknüpft. Allerdings
erlauben diese Rechnungen — deren Energieschema auf Grundzustandsgeometrien beruht —
keine Aussagen über den genauen Reaktionsverlauf auf der angeregten Potentialfläche und vor
allem dem Übergangsbereich (z.B. Bildung von Excimer-Zuständen, oder das Auftreten einer
konischen Durchschneidung). In der Abbildung ist dieser Bereich deshalb grau hinterlegt und
mit einem Fragezeichen versehen.
Allgemein können die zu einem Zyklobutan-Ring führenden Reaktionen, sowohl über einen
Singulett-Zustand als auch über einen Triplett-Zustand ablaufen. Im ersten Fall ist zum Beispiel
die Bildung eines Excimer- oder Exciplex-Zustands zwischen einem angeregten Singulett-
Zustand und einem weiteren Molekül im Grundzustand denkbar. Aus diesem kann die Bildung
der beiden Sigma-Bindungen des Zyklobutan-Rings synchron erfolgen, und zu einer Stereos-
pezifität der Produkte führen. Ist dagegen ein Triplett-Zustand für die Reaktion verantwortlich,
ist eine Spin-Umkehr beim Übergang in den Grundzustand des Zykloaddukts notwendig. Die
Reaktion verläuft dann in der Regel über ein Bi-Radikal mit größeren geometrischen Freiheiten,
und ist nicht stereospezifisch [Woe98]. Die Stereoselektivität einer Reaktion kann deshalb Hin-
weise auf den Reaktionsmechanismus liefern. Allerdings wird die Geometrie der Addukte auch
durch die äußeren Bedingungen, wie zum Beispiel die Fixierung der Moleküle in Kristallen
oder die Anrodnung in einem Polymer, bestimmt. Die Ergebnisse aus experimentellen Studien
zur Dimerbildung zwischen Thymin-Molekülen liefern, in Abhängigkeit von den äußeren
Bedingungen, Hinweise sowohl für einen Singulett- als auch für einen Triplett-Mechanismus.
Hinweise für Triplett-Mechanismus: Bei der Belichtung von Thymin-Molekülen in Lö-
sung konnten alle vier stereoisomeren Formen nachgewiesen werden [Wag70, Fis70,
Whi71, Joh62]. Man geht bei diesen Experimenten davon aus, dass nach Photoanregung
ein kleiner Teil der Moleküle (< 1%) durch Interkombination in den Triplett-Zustand
übergeht. Trifft eines dieser Moleküle, während der Lebensdauer des Triplett-Zustands,
unter geeigneter räumlicher Geometrie auf ein Molekül im Grundzustand, kann es zur
Photoreaktion kommen. Experimente mit Triplett-Sensibilisatoren und -Löschern zei-
gen [Lam66, Whi71], dass die Rate der Produktbildung mit der Konzentration dieser
Moleküle variiert und bestätigen den Triplett-Mechanismus. Die aus den Experimenten
bestimmten Ausbeuten sind diffusionslimitiert und deuten auf ein metastabiles Intermedi-
at hin, dass entweder zum Dimer führt oder wieder in die Einzel-Basen zerfällt. Diskutiert
werden in diesem Zusammenhang sowohl Excimer-Zustände als auch ein 1,4-Di-Radikal-
Zustand, wie er in anderen Zykloadditionen beobachtet wurde [Wag69, Bec91].
Hinweise für Singulett-Mechanismus: Die Verhältnisse ändern sich, wenn konzentrier-
te Thymin-Lösungen verwendet werden [Wan61, Wag70]. In hohen Konzentrationen
führen Van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Chromophoren zur Bildung von
Pyrimidin-Aggregaten. Man nimmt an, dass unter diesen Bedingungen die Basen zum
Teil gestapelt vorliegen und neben einem Triplett auch ein angeregter Singulett-Zustand
oder ein Singulett-Excimer für die Dimerisierung verantwortlich sein kann [Cad90]. In
diesem Zusammenhang deuten auch Experimente an Thymin-Basen in gefrorener Lö-
sung [Eis67] auf einen dominanten Singulett-Mechanismus hin. In diesen Experimenten
bilden Thymin-Moleküle Mikrokristalle [Ger61], in denen die Moleküle parallel und für
die Dimerisierungs-Reaktion passend angeordnet sind.
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Abb. 2.22: Schematische Darstellung eines Reaktionsschemas für die Dimerisierung zwischen
Pyrimidin-Basen (P). Die aus der Literatur bekannten Ergebnisse deuten darauf hin, dass Thymin-
Basen, je nachdem ob sie bei der Anregung isoliert (Monomer) vorliegen oder ein Aggregat mit anderen
Thymin-Basen bilden, entweder über einen Triplett-Zustand (möglicherweise mit einem Bi-Radikal als
Zwischenzustand) oder direkt über einen Singulett-Zustand gebildet werden.
Sowohl Triplett- als auch Singulett-Zustände werden demnach, wie in Abbildung 2.22
dargestellt, für die Photoreaktion zwischen einzelnen Thymin-Molekülen diskutiert. Während
die Bildung von Pyrimidin-Dimeren (P=P) zwischen einzelnen Pyrimidin-Basen in Lösung
diffusionslimitiert ist, und deshalb nur ein langlebiger Triplett-Zustand für die Photoreaktion
verantwortlich sein kann, wird für die Bildung der CPD-Schäden in Thymin-Aggregaten ei-
ne schnelle Reaktion über einen Singulett-Zustand vorgeschlagen. Allerdings steht auch für
Thymin-Aggregate eine direkte Beobachtung der Reaktion und der Reaktions-Geschwindigkeit
noch aus. Zudem lassen sich die aus den oben beschriebenen Experimenten erhaltenen Ergeb-
nisse nicht auf die Verhältnisse in einem DNA-Einzelstrang oder in einer DNA-Doppelhelix
übertragen. In diesen Systemen können die Basen weder als isoliert noch als völlig unabhängig
voneinander betrachtet werden.
Dimer-Bildung in DNA-Modellsystemen
Viele Studien haben sich in der Vergangenheit vor allem mit den Quantenausbeuten der
Reaktion in DNA beschäftigt [Rah66, Cad90, Dou06]. Die Ausbeuten für die Bildung von
Thymin-Dimeren zwischen benachbarten Thymin-Basen liegen in DNA ebenso wie in Thymin-
Poly-Nukleotiden im Bereich von wenigen Prozent [Wul63,Mit84, Cad90, Dou00, Dou06].
In Bezug auf die möglichen Reaktionsmechanismen ist bisher lediglich bekannt, dass auch in
der DNA-Doppelhelix eine Bildung von Thymin-Dimeren über einen Triplett-Mechanismus
möglich ist. Dies konnte eindeutig durch den Einsatz von Triplett-Sensibilisatoren (z.B. Ace-
tophenon, Aceton) [Mei72, Lam67] gezeigt werden. Allerdings schließen diese Ergebnisse
einen weiteren Reaktionsweg über einen Singulett-Zustand bei direkter UV-Absorption durch
die Thymin-Basen nicht aus.
Vor kurzem wurden zwei Studien veröffentlicht, in denen die CPD-Bildung zwischen
Thymin-Basen in Thymin-Oligomeren mit zeitaufgelösten, spektroskopischen Methoden un-
tersucht wurde:
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• In einem Experiment wurde mit Laser-Flash-Photolyse die Bildung von CPD- und (6-4)-
Photoschäden untersucht [Mar05]. Die Bildung von Zyklobutan-Dimeren konnte in
diesem Experiment jedoch nicht zeitlich aufgelöst werden. Sie erfolgt offenbar innerhalb
der Zeitauflösung des Experiments von etwa 200 ns. Gleichzeitig war nach 200 ns die
Anzahl der bevölkerten Triplett-Zustände um eine Größenordnung niedriger als bei der
Vergleichssubstanz TMP (Thymin-5’-Monophosphat), das unter gleichen Bedingungen
untersucht wurde. Die Reaktion könnte demnach über einen Triplett-Zustand ablaufen,
bei dem alle gebildeten Triplett-Zustände mit einer Ausbeute nahe 100% innerhalb
von 200 ns das Photoprodukt bilden. Allerdings könnte die reduzierte Triplett-Ausbeute
auch auf ein Löschen der Interkombination durch die Wechselwirkungen im Strang
zurückzuführen sein, und die Schädigung über einen Singulett-Mechanismus ablaufen
[Wil76].
• In einer anderen Studie wurde zeitaufgelöste UV/Vis-Spektroskopie, mit einer Zeitauflö-
sung im hundert Femtosekunden-Bereich, für die Bestimmung elektronischer Zustände
in Poly-Nukleotiden verwendet [CH05]. In diesem Fall verhinderten jedoch die Ab-
sorptionseigenschaften des Dimers im ultravioletten Spektralbereich eine eindeutige
Aussage zur Zeitskala der Bildung und des Bildungs-Mechanismus. Ein möglicherweise
nach UV-Absorption erzeugtes Thymin-Dimer besitzt wie in Abbildung 2.20 gezeigt
im Wellenlängenbereich kleiner 250 nm keine Absorptionsbande, die der Bildung eines
Dimer-Schadens eindeutig zugewiesen werden könnte.
In keiner der beiden Studien konnte ein eindeutiger Nachweis für die Kinetik oder den
Bildungs-Mechanismus der Photoreaktion geführt werden. Ein Experiment, das in der Lage
sein soll die CPD-Reaktion zeitaufgelöst zu verfolgen, muss demnach eine hohe Zeitauflösung
mit einer hohen Struktursensitivität vereinen. Die zeitaufgelöste Schwingungsspektroskopie
stellt eine mögliche Antwort auf dieses Problem dar. Infrarot- und Raman-Spektroskopie
werden seit vielen Jahren erfolgreich als struktursensitive Methoden eingesetzt. Sie bieten
Zugang zu einzelnen Schwingungsmoden, die spezifisch für das Molekül und dessen Struktur
sind [Sch95, Stu97]. Zum Beispiel lassen sich die vier Stereoisomere der Thymin-Dimere im
infraroten Spektralbereich eindeutig unterscheiden [Wei66].
In der Literatur finden sich zahlreiche Studien, die sich mit den Zuordnung der Schwingungs-
banden in DNA befasst haben [Les92, Aid96, Tsu97, Zha98, Szc00, Ban03, Leeb, Leea]. Bei
der Untersuchung von DNA- und RNA-Molekülen im infraroten Spektralbereich ist der Bereich
zwischen 1800 und 800 cm−1, der sich in mehrere Bereiche einteilen lässt, von besonderem
Interesse [Tai92, Ban03]:
• 1800 – 1500 cm−1: Absorptionen in diesem Bereich sind auf Streck-Schwingungen
von Doppelbindungen der Basen (C=C, C=N, C=O) zurückzuführen. Sie reagieren sehr
sensitiv auf Wasserstoffbrücken, Basen-Paarung und -Stapelung[Ban03].
• 1500 – 1250 cm−1: Dieser Bereich umfasst Schwingungsmoden der Basen, die mit
Schwingungsmoden der Zucker-Komponenten koppeln. Er ist sensitiv auf die Anordnung
der Basen relativ zur Zuckerkomponente (syn-, anti-Konformation der N-Glycosidischen
Bindung) und der Zucker-Konformation (C2’-endo, C3’-endo Konformation) [Let87,
Tsu97].
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• 1250 – 800 cm−1: In diesem Bereich liegen Schwingungsmoden der Zucker- und
Phosphat-Gruppen sowie des Phosphodiester-Rückgrats. Sie können als Marker-Banden
für die DNA-Konformation (A, B, Z-DNA) dienen [Ada86].
Diese Einteilung zeigt, dass die IR-Spektroskopie ein breites Spektrum für den strukturspe-
zifischen Nachweis von Konformationen bietet. In den letzten Jahren konnte der infraro-
te Spektralbereich auch für zeitaufgelöste Experimente genutzt werden [Sto92]. Fortschrit-
te in der Lasertechnologie ermöglichen heute die Erzeugung extrem kurzer Lichtimpulse
im infraroten Spektralbereich. Mit der Methode der Anreg-Abtast-Spektroskopie ist damit
auch im infraroten Spektralbereich eine Zeitauflösung im Femtosekundenbereich möglich
[Nib05, Kui05, Kui06, Kui07]. In dieser Arbeit wurde diese Technik optimiert und für die
Untersuchung der Schadens-Bildung in einem DNA-Modellsystem eingesetzt. Im nächsten
Kapitel werden die experimentellen Grundlagen dieser Technik detailliert beschrieben.
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Messablauf
Viele photophysikalische und photochemische Prozesse in der Molekülphysik spielen sich
auf Zeitskalen im sub-Nanosekunden Bereich ab (1 ns = 10−9 s). Zum Beispiel konnten in
Nukleinbasen nach UV-Anregung sehr schnelle interne Konversionsprozesse nachgewiesen
werden, die auf einer Zeitskala von wenigen hundert Femtosekunden (1 fs = 10−15 s) ablaufen.
Da auf dieser Zeitskala auch Schwingungsbewegungen von Atomkernen stattfinden, stellt sie
die untere Grenze für die Zeitdauer chemischer Reaktionen dar. Möchte man diese extrem
schnellen Prozesse direkt verfolgen, benötigt man entsprechend eine Messmethode, die eine
Zeitauflösung im Femtosekunden-Bereich erlaubt.
Dieser Zeitbereich lässt sich mit dem sogenannten Anreg-Abtast-Verfahren erschließen.
Basierend auf der Erzeugung kurzer Lichtimpulse konnte das Gebiet der Ultrakurzzeit-
Spektroskopie begründet und durch Fortschritte in der Lasertechnologie [Ste99] die Fem-
tosekundenspektroskopie etabliert werden [Zew00]. Im nächsten Abschnitt wird das dieser
Technik zugrunde liegende Prinzip kurz erläutert. Abschnitt 3.2 gibt einen Überblick zu dem
in dieser Arbeit verwendeten Femtosekunden-Infrarot-Spektrometer. Dabei wird sowohl der
experimentelle Aufbau vorgestellt als auch auf den Messablauf und die Datenverarbeitung
eingegangen. Den Abschluss bildet eine kurze Beschreibung der für die stationären Belichtungs-
Experimente im infraroten Spektralbereich verwendeten Apparatur. Begriffe der nichtlinearen
Optik werden in diesem Kapitel entsprechend den Ausführungen in [She84, Boy92, Cer03]
verwendet.
3.1 Prinzip der Anreg-Abtast-Spektroskopie
Das Prinzip der Anreg-Abtast-Spektroskopie ist in Abbildung 3.1 schematisch dargestellt. Eine
Lichtquelle (Kurzpuls-Laser) liefert kurze Lichtimpulse, die über zwei separate Lichtwege auf
die zu untersuchende Probe geleitet werden. Einer der beiden Lichtimpulse dient zur Anregung
der Probe (Anreg-Impuls) und löst einen photophysikalischen oder photochemischen Prozess
aus. Der andere Lichtimpuls (Abtast-Impuls) wird nach Durchlaufen der Probe detektiert.
Aus der Messung der Intensität des Abtast-Impulses mit und ohne vorheriger Anregung lässt
sich die durch die Anregung verursachte Absorptionsänderung bestimmen. Die zeitliche Ent-
wicklung dieser Absorptionsänderung, und damit der Ablauf einer photochemischen oder
photophysikalischen Reaktion, wird durch die Variation des zeitlichen Abstands der beiden
Lichtimpulse ermöglicht (siehe Abbildung 3.1 B). Dazu wird einer der Lichtimpulse — in
diesem Fall der Anreg-Impuls — über einen variablen Weg (Verzögerungsstrecke) geführt
und aus Umweg und Lichtgeschwindigkeit der Laufzeitunterschied der beiden Lichtimpulse
an der Probe berechnet. Eine heute technisch einfach zu realisierende Positioniergenauigkeit
von einem Mikrometer ermöglicht entsprechend eine Zeitauflösung von etwa drei Femtose-
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Abb. 3.1: Prinzip der Anreg-Abtast-Spektroskopie. (A) Ein Lasersystem liefert kurze Lichtimpulse,
die über nichtlineare Prozesse in verschiedene Spektralbereiche konvertiert werden. In einem Zweig
wird dabei ein intensiver Anregungs-Impuls („Pump“, blau) erzeugt, der in der Probe („Sample“)
eine Reaktion auslöst. Im anderen Zweig wird ein schwacher Abtast-Impuls („Probe“, rot) erzeugt,
der ebenfalls das Anregungsvolumen durchläuft und anschließend detektiert wird. (B) Über eine
Verzögerungsstrecke (Delay) kann die Zeitdifferenz zwischen Anreg- und Abtast-Impulsen variiert und
die Absorptionsänderung der Probe in Abhängigkeit von der Verzögerungszeit verfolgt werden.
kunden. Die Zeitauflösung des Systems wird deshalb in der Regel durch die Impulsdauern
der verwendeten Anreg- und Abtast-Impulse begrenzt. Eine Erhöhung der Zeitauflösung ist
deshalb oft mit der Erzeugung möglichst kurzer Lichtimpulse verknüpft. Heute haben sich in
der Ultrakurzzeit-Spektroskopie Festkörper-Laser etabliert, die Lichtimpulse mit Impulsdauern
im Femtosekunden-Bereich liefern. Mit diesen intensiven Femtosekunden-Lasersystemen
lassen sich Effekte der nichtlinearen Optik nutzen [She84, Boy92], die die Erzeugung spektral
abstimmbarer und an die jeweilige Fragestellung angepasster Lichtimpulse ermöglichen. Ein
guter Überblick zur Theorie der nichtlinearen Prozesse und der experimentellen Umsetzung
findet sich in [Cer03].
3.2 Femtosekunden-Infrarot-Spektrometer
Der Aufbau des in dieser Arbeit verwendeten Femtosekunden-Infrarot-Spektrometers ist in
Abbildung 3.2 schematisch dargestellt. Er besteht aus einem zentralen Lasersystem (I), das
kurze Lichtimpulse (∼ 100 Femtosekunden) bei einer Zentralwellenlänge um 800 nm liefert.
Die Ausgangs-Leistung von etwa 700mW bei einer Repetitions-Rate von 1 kHz wird auf zwei
Experimente aufgeteilt. Etwa 250 mW werden in einem Anreg-Abtast-Experiment im UV und
sichtbaren Spektralbereich verwendet, etwa 450mW stehen für das Femtosekunden-Infrarot-
Spektrometer zur Verfügung. In diesem wird ein Teil der Ausgangsleistung in einer mehr-
stufigen Frequenzkonversion für die Erzeugung abstimmbarer Abfrage-Impulse im mittleren
infraroten Spektralbereich (MIR) verwendet (II). Diese basiert auf einer Weißlicht-Erzeugung
(„continuum generation“, CG) in Kombination mit zwei optisch parametrischen Verstärkern
(„optical parametric amplifier“, OPA) und einer Differenz-Frequenz-Erzeugung („differenz
frequency mixing“, DFM). Für die Anregung wird das Licht des zentralen Lasersystems über
54
3.2 Femtosekunden-Infrarot-Spektrometer
THG
(II) MIR - Generation : Probe
(III) UV Generation : Excitation
IR-NOPA
OPA DFM
Ti:Sa-Oszillator 
and Regenerative Amplifier
800 nm, 1 kHz, 90 fs
CG
1ω
Pol.
Preamplifiers
Spec
S
pe
c 
II
Signal Processing
A/D Converter
2ω
Sample
Delay
(IV) Sample and 
Detection System
(I) Femtosecond Laser System
SHG
T
3ω
Abb. 3.2: Blockschema des Femtosekunden-Infrarot-Spektrometers. (I) Als Quelle für kurze Lichtim-
pulse dient ein zentrales Femtosekunden-Lasersystem. (II) Die Erzeugung der Abtast-Impulse erfolgt
in einer mehrstufigen Frequenzkonversion. Die in der Abbildung verwendeten Abkürzungen sind im
Text erklärt. (III) Für die Anregung werden Lichtimpulse im UV-Bereich bei der 3. Harmonischen des
Lasersystems erzeugt. Der zeitliche Abstand zwischen Anreg- und Abtast-Impulsen wird über eine
variable Verzögerungsstrecke (Delay) im Anregungs-Zweig eingestellt. (IV) Die Abtast-Impulse werden
nach der Probe geteilt, in Spektrographen dispergiert und frequenzaufgelöst detektiert. Die Detektion
beruht auf einer Vielkanal-Detektion, in der die einzelnen Mess-Signale in einem Analog-Digital-Wandler
konvertiert und über eine Computer-Schnittstelle ausgelesen werden.
eine variable Verzögerungsstrecke geführt und in den UV-Bereich („third harmonic generation“,
THG) konvertiert (III). Anreg- und Abtast-Impuls werden in der Probe räumlich überlagert
und anschließend detektiert (IV). Für die Abtast-Impulse steht dabei eine Vielkanal-Detektion
zur Verfügung, die es erlaubt, in einer einzelnen Messung einen breiten Spektralbereich abzu-
decken. Die einzelnen Bestandteile des Anreg-Abtast-Experiments werden im Folgenden kurz
beschrieben.
3.2.1 Femtosekunden-Lasersystem
Das zentrale Femtosekunden-Lasersystem wurde von Mitarbeitern des BMO entwickelt und
aufgebaut. Es besteht aus einem Laseroszillator (I) mit nachfolgendem regenerativemVerstärker
(II) und wird in [Lut01, Spö01, Hub02] detailliert beschrieben. An dieser Stelle wird deshalb
nur das der Erzeugung kurzer und intensiver Lichtimpulse zugrunde liegende Konzept kurz
skizziert und anhand der Abbildung 3.3 erläutert.
Im Laseroszillator wird ein Titan:Saphir-Kristall als aktives Medium verwendet1 und
1Mit Titanionen dotierte Saphir-Kristalle (Ti:Saphir) haben sich als Lasermedium für Ultrakurzpulslaser etabliert
[Bac98].
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Abb. 3.3: Schematische Darstellung des zentralen Femtosekunden-Lasersystems. Oben: (I) In ei-
nem Laser-Resonator werden kurze fs-Lichtimpulse mit einer Repetitionsrate von 90MHz erzeugt. (II)
Einzelne Impulse werden anschließend in einem optischen Verstärker („chirped pulse amplification“,
CPA) in der Intensität weiter verstärkt. Über eine elektronische Synchronisation erfolgt die Auswahl der
Oszillator-Impulse und die Abstimmung auf die Repetitionsrate des Verstärkers (1 kHz). Unten: Sche-
matische Darstellung des zeitlichen Intensitäts-Verlaufs der Impulse. Die Impulse aus dem Oszillator
werden vor der Verstärkung zunächst in einer Gitteranordnung zeitlich gestreckt und anschließend
wieder komprimiert. Auf diese Weise werden zu hohe Intensitäten und damit Schäden an den Optiken
im Verstärkungsprozess vermieden.
durch einen kommerziellen Festkörperlaser (Verdi V-5, Fa. Coherent) kontinuierlich gepumpt.
Lasertätigkeit erfolgt bei einer Wellenlänge um 800 nm. Die Erzeugung kurzer Oszillator-
Impulse wird durch die Kopplung der Resonator-Moden über die sogenannte „Kerr-Linsen-
Modenkopplung“ ermöglicht [Spe91]. Am Ausgang des Ti:Saphir-Oszillators stehen Lichtim-
pulse mit einer Zentralwellenlänge von 810 nm, einer Repetitionsrate von 90MHz und einer
Impulsdauer im Bereich von etwa 25 fs zur Verfügung [Lut01].
Da die Impulsenergie mit 1-2 nJ für die geplanten Konversionsprozesse und Experimen-
te noch zu gering ist, werden die Lichtimpulse in einem CPA-Verstärker-System („chirped
pulse amplification“, CPA) [Str85] weiter verstärkt und dabei die Energie einzelner Oszillator-
Impulse um 6 Größenordnungen erhöht. Allerdings liegt die Zerstörschwelle der optischen
Komponenten im Verstärker weit unterhalb der Leistungsdichte für direkt verstärkte Oszillator-
Impulse. Aus diesem Grund werden die Oszillator-Impulse vor dem Verstärkungsprozess in
einer Gitteranordnung [Tre69] (Expander) durch Einführen positiver Gruppengeschwindigkeits-
Dispersion (GVD) um 3 Größenordnungen zeitlich gestreckt und zu hohe Spitzenintensitäten
bei der nachfolgenden Verstärkung vermieden. Der regenerative Verstärker besteht aus einem
Resonator mit einem weiteren Ti:Saphir-Kristall als aktivem Medium. In diesem deponiert
ein gütegeschalteter frequenzverdoppelter Nd:YLF-Laser (Merlin, Fa. Spectra Physics) sei-
ne Energie mit einer Repetitionsrate von 1 kHz und erzeugt eine Besetzungsinversion. Aus
dem Impuls-Zug der gestreckten Oszillator-Impulse wird nun über eine „optische Weiche“
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(Kombination aus Polarisator und Pockelszelle) ein Impuls ausgewählt und in den Verstärker
eingekoppelt. Dabei stimmt eine elektronische Synchronisation die Repetitionsrate von Oszilla-
tor und Verstärker ab. Nach etwa 15-20 Umläufen im Resonator hat der Impuls die im Ti:Saphir
deponierte Energie abgebaut. Der verstärkte Impuls wird aus dem Resonator ausgekoppelt
und in einer zweiten Gitteranordnung (Kompressor) mit negativer Gruppengeschwindigkeits-
Dispersion wieder zeitlich komprimiert. Das System liefert kurze (∼ 90 fs) und intensive
Lichtimpulse (∼ 0,7mJ, 1 kHz Repetitionsrate) bei einer Zentralwellenlänge von etwa 810 nm.
Die relevanten Parameter des Lasersystems sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.
Parameter des zentralen Lasersystems
Zentralwellenlänge 810 nm
Spektrale Breite (FWHM) 15 nm
Impulsdauer 90 fs
Impulsenergie ~ 700 µJ
Repetitionsrate 1 kHz
Bündeldurchmesser (FWHM) ~ 4 mm
Stabilität (RMS) 0,3 - 0,5 %
Tabelle 3.1: Technische Daten des zentralen Femtosekunden-Lasersystems.
3.2.2 Erzeugung abstimmbarer Abtast-Impulse im MIR-Bereich
In den Anreg-Abtast-Experimenten soll die Absorptionsänderung der Moleküle im mittleren
infraroten Spektralbereich (MIR) untersucht werden. Dazu müssen die Lichtimpulse des
zentralen Lasersystems bei 800 nm in diesen Spektralbereich konvertiert werden. In der Praxis
hat sich für entsprechende Lasersysteme ein Konzept etabliert, das auf der Verwendung
von zwei optisch parametrischen Verstärker-Stufen („optical parametric amplifier“, OPA)
in Kombination mit einer sogenannten Differenzfrequenz-Mischung („difference frequency
mixing“, DFM) basiert [Ham97a, Kai00, Cer03, Nib05]. Dabei werden die beiden OPA-Stufen
mit der Fundamentalen des Laser-Systems als Pump-Lichtquelle betrieben und abstimmbare
Lichtimpulse im nahinfraroten Spektralbereich (NIR) um 1400 und 1800 nm erzeugt. Die
Bildung der Differenzfrequenz (DFM) liefert schließlich Impulse im MIR-Bereich zwischen 3
und 10µm.
In dieser Arbeit wurde ein ähnliches Konzept verwendet und in Bezug auf das Signal zu
Rausch Verhältnis optimiert. Dabei wird im Gegensatz zum zweistufigen OPA-Aufbau eine
Kombination aus einer NOPA-Stufe („noncollinear optical parametric amplifier“) [Wil97,
Rie00], die mit der 2. Harmonischen des Lasersystems betrieben wird, und einer OPA-Stufe
eingesetzt. Dieser Ansatz hat den Vorteil, dass die erste Stufe mit Lichtimpulsen im sichtbaren
Spektralbereich betrieben wird und eine einfache Justage und Optimierung des Verstärkungs-
prozesses erlaubt. Zudem führt die nichtkollineare Geometrie (Winkel zwischen Seed- und
Pump-Impuls ∼ 3◦) zu einer räumlichen Trennung der sichtbaren und nahinfraroten Licht-
impulse für den nächsten Verstärkungsprozess ohne dichroitische Optik. Eine detaillierte
Beschreibung des Aufbaus und der Charakterisierung der mittelinfraroten Lichtimpulse findet
57
3 Experimentelles: Methodik, Aufbau und Messablauf
sich in [Sch02, Sie05]. Das Konzept der MIR-Erzeugung ist in Abbildung 3.4 schematisch
dargestellt und wird im Folgenden kurz erläutert.
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Abb. 3.4: Schematische Darstellung der Erzeugung abstimmbarer Abtast-Impulse im mittleren infraro-
ten Spektralbereich (MIR). Die Erzeugung basiert auf einer dreistufigen Frequenz-Konversion. (I) In
einem nicht kollinearen optischen Verstärker (NOPA) wird der nahinfrarote (NIR) Anteil (∼ 1400nm)
eines Weißlichtkontinuums (CG) verstärkt. Als Pump-Licht für diesen Prozess dient die zweite Har-
monische (∼ 405nm). (II) In der zweiten Stufe (OPA) wird das NIR-Licht mit Hilfe der Fundamentalen
(∼ 810nm) weiter verstärkt und ein zweiter NIR-Lichtimpuls (∼ 1800nm) erzeugt. (III) Die beiden
NIR-Impulsen werden zeitlich und räumlich in einem weiteren nichtlinearen Kristall überlagert und
die Differenz-Frequenz im MIR gebildet. Abkürzungen - T: Teleskop, L: Linse, ID: Irisblende, DM: Di-
chroitischer Spiegel, D: Verzögerungsstrecke, PZ: Piezo-Stellelement, BBO: β-Barium-Borat, AgGaS2:
Silberthiagolat, Ge: antireflexbeschichtetes Germanium-Substrat.
(I) In der ersten Stufe wird der nahinfrarote Anteil eines Weißlichtkontinuums (Seed-Licht,
∼ 1400 nm) in einem nichtkollinearen optisch parametrischen Prozess verstärkt („noncollinear
optical parametric amplification“, NOPA) [Pie00]. Das Weißlichtkontinuum wird dabei in
einem 5mm dicken Saphir-Substrat erzeugt und mit der zweiten Harmonischen des Lasersys-
tems in einem BBO-Kristall (Dicke = 2mm, Θ = 32,5◦, Typ I) räumlich und zeitlich überlagert.
Die Erzeugung der 2. Harmonischen erfolgt ebenfalls in einem BBO-Kristall (Dicke = 500µm,
Θ = 29◦, Typ I). Während die Phasenanpassung (Typ I) des Verstärkungsprozesses durch
Variation des Kristallwinkels erfolgt, wird der zeitliche Überlapp zwischen den Lichtimpulsen
über eine Verzögerungsstrecke (D1) erreicht. Bei der Verstärkung entsteht entsprechend der
Energie-Erhaltung ein weiterer Lichtimpuls im sichtbaren Spektralbereich (∼ 560 nm), der
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detektiert und für die Optimierung des Konversionsprozesses verwendet wird. Neben der
Energie-Optimierung erlaubt die gleichzeitige Bestimmung des sichtbaren Spektrums mit
einem Faserspektrometer (Fa. Ocean Optics) die Kontrolle der Abstimmung der NIR-Impulse
für die nachfolgenden Prozesse.
(II) In der zweiten Stufe werden die aus dem NOPA-Prozess gewonnenen NIR-Impulse in
einem zweiten optisch parametrischen Prozess (OPA) verstärkt. Diesmal wird als Pump-Licht
die Fundamentale des Lasersystems (810 nm) eingesetzt und über einen dichroitischen Spiegel
(DM) kollinear mit den NIR-Impulsen der ersten Stufe in einem BBO-Kristall (Dicke = 3mm,
Θ = 27◦, Typ II) überlagert. Für die Phasenanpassung (Typ II) wird die Polarisation der
Fundamentalen mit einem λ/2-Plättchen um 90◦ gedreht. Im Verstärkungsprozess wird der
NIR-Impuls aus der ersten Stufe (∼ 1400 nm) weiter verstärkt und gleichzeitig — entsprechend
der Energieerhaltung — ein Lichtimpuls im Spektralbereich um 1800 nm erzeugt. Durch
Variation der Kristallwinkel und des zeitlichen Überlapps in der ersten und zweiten Stufe
(Verzögerungsstrecken D1 und D2) können die Zentralwellenlängen der NIR-Impulse in einem
Bereich zwischen 1250 - 1550 nm bzw. 1650 - 2200 nm abgestimmt werden.
(III) Mit diesen Impulsen wird nun in der dritten Stufe die Differenz-Frequenz erzeugt. Für
diesen Prozess ist eine sehr gute Optimierung des räumlichen und zeitlichen Überlapps im
DFM-Kristall notwendig. Dazu werden die beiden nahinfraroten Lichtimpulse zunächst über
dichroitische Spiegel (DM) separiert, entlang verschiedener Verzögerungsstrecken geleitet
und anschließend wieder zusammengeführt. Die Verzögerungsstrecke D3 erlaubt die zeitliche
Überlagerung der beiden NIR-Anteile in einem Silberthiagolat-Kristall (AgGaS2, Dicke =
2mm, Θ=34◦, Typ I) der für die Bildung der Differenz-Frequenz verwendet wird. Die Pha-
senanpassung erfolgt durch Variation des Kristallwinkels und erlaubt mit den abstimmbaren
NIR-Impulsen aus der zweiten Stufe die Erzeugung kontinuierlich abstimmbarer Lichtimpulse
zwischen 3 und 10µm (1000 - 3300 cm−1). Die Impulse besitzen eine spektrale Breite von
etwa 150 cm−1 und Impulsdauern zwischen 100 und 150 fs [Sch02, Sie05]. Die Impulsenergie
von etwa 1µJ ist für die Verwendung als Abtast-Licht allerdings noch zu hoch. Aus die-
sem Grund wird für das Anreg-Abtast-Experiment nur ein Reflex der MIR-Impulse an einer
Kalziumfluorid-Scheibe (CaF2, Keilplatte) mit einer Energie kleiner 50 nJ verwendet.
Optimierung der IR-Erzeugung
Für die in dieser Arbeit notwendige hohe Sensitivität wurde die MIR-Erzeugung in Hinblick
auf das Signal zu Rausch-Verhältnis optimiert und in den Verzögerungsstrecken D2 und
D3 Piezo-Stellelemente (Fa. Piezosysteme Jena) eingebaut, die eine optimale Justage der
nichtlinearen Prozesse erlauben. Der auf diese Weise exakt und reproduzierbar einstellbare
zeitliche Überlapp ist von entscheidender Bedeutung. So konnte in [Ham00] gezeigt werden,
dass durch eine Optimierung des zeitlichen Überlapps der nahinfraroten Lichtimpulse im
DFM-Prozess eine Unterdrückung des MIR-Rauschens im Vergleich zur Fundamentalen
des Lasersystems möglich ist. Mit der Erweiterung durch die Piezoelemente konnten in
dieser Arbeit die Puls zu Puls-Schwankungen des zentralen Lasers im Vergleich zu den
daraus erzeugten MIR-Impulsen reproduzierbar um einen Faktor zwei unterschritten und eine
wesentliche Verbesserung der Sensitivität der Anlage erreicht werden.
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3.2.3 Erzeugung von Anreg-Impulsen im UV-Bereich
Mit den Anregungs-Impulsen sollen in den zu untersuchenden Molekülen Prozesse ausgelöst
werden, die auch in der DNA von Organismen unter UV-Strahlung der Sonne stattfinden. Ob-
wohl die Sonnenstrahlung auf der Erdoberfläche nur geringe Anteile im Wellenlängenbereich
unter 300 nm besitzen, wird in Laborexperimenten in der Regel eine Strahlung im Bereich um
260 nm benutzt, da in diesem Bereich die Absorptionsmaxima der Nukleinsäuren liegen. Zu
Beginn dieser Arbeit waren optische Aufbauten nur für die Erzeugung der 2. Harmonischen
(∼ 405 nm) und für die Erzeugung abstimmbarer Lichtimpulse im sichtbaren Spektralbereich
(NOPA) vorhanden. Ein Ziel dieser Arbeit war es deshalb einen weiteren optischen Aufbau
zu realisieren, der kurze Lichtimpulse im Bereich der Absorptionsmaxima der Nukleinsäuren
liefert. Dabei sollte der Aufbau möglichst kompakt sein, damit er in den bestehenden Aufbau
integriert werden konnte. Eine schematische Darstellung des realisierten Konzepts, das auf
der Erzeugung der 3. Harmonischen der Fundamentalen im Bereich um 270 nm beruht, ist in
Abbildung 3.5 schematisch gezeigt.
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Abb. 3.5: Schematische Darstellung der Erzeugung von Anregungs-Impulsen im UV-Bereich bei der
3. Harmonischen. Oben: Elemente der UV-Erzeugung. (I) Anpassen der Bündelparameter mit einem
Teleskop für eine effiziente Frequenz-Verdopplung (SHG) in einem BBO-Kristall. (II) Korrektur des
Laufzeit-Unterschieds („group velocity mismatch“, GVM) zwischen den Lichtimpulsen bei 1ω und 2ω in
einem α-BBO-Kristall und Drehung der Polarisation mit einer Zwei-Wellenlängen-Verzögerungsplatte
(TWR). (III) Summenfrequenz-Erzeugung (SFG) zwischen 1ω und 2ω in einem BBO-Kristall. Unten:
Schematische Darstellung der in den einzelnen Prozessen vorliegenden Impuls-Intensitäten und
Polarisationen.
(I) Zunächst wird der Bündeldurchmesser der Fundamentalen (∼ 4mm, FWHM) mit ei-
nem Teleskop um einen Faktor 3 reduziert und anschließend in einem nichtlinearen Kristall
(BBO, Dicke = 0,5mm, Θ = 29◦, Typ I) die 2. Harmonische erzeugt („second harmonic
generation“, SHG). Aus den daraus resultierenden 400 nm Impulsen (Konversion-Effizienz
∼ 30 %) und dem Rest der Fundamentalen wird in einem weiteren nichtlinearen Prozess
(III) die Summenfrequenz („sum frequency generation“, SFG) gebildet. Dabei sind zwei
Punkte zu beachten: (i) Die für die beiden Wellenlängen unterschiedliche Dispersion und die
Laufzeit-Unterschiede in den Materialien. (ii) Bei der Frequenz-Verdopplung der Fundamenta-
len entsteht die 2. Harmonische in dem nichtlinearen Kristall (Phasenanpassung Typ I) mit
einer zur Fundamentalen um 90◦ gedrehten Polarisation. Da bei der Summenfrequenz-Bildung
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die beteiligten Lichtimpulse die gleiche Polarisation besitzen sollen (Typ I-Prozess erlaubt
im verwendeten BBO-Kristall eine Fall höhere Konversions-Effizienz [Dmi91]), muss einer
der beiden Impulse in seiner Polarisationsebene um 90◦ gedreht werden. Dies wird über eine
Zwei-Wellenlängen-Verzögerungsplatte („two wavelength retardation plate“, TWR) erreicht
(Pegasus Optik, Dicke = 0,58mm), die eine Phasenverschiebung von λ für den 800 nm Anteil
(1ω) und eine Phasenverschiebung von λ/2 für den 400 nm Anteil (2ω) bewirkt. Die Laufzeit-
unterschiede der beiden Wellenlängen werden über einen α-BBO-Kristall kompensiert, dessen
Dicke (1,3mm) auf die Gruppengeschwindigkeits-Unterschiede in den beiden BBO-Kristallen
und der TWR-Platte angepasst ist. Dabei erfolgte die Berechnung der notwendigen Dicke
mit den Angaben zu den wellenlängen- und polarisationsabhängigen Brechungsindizes im
Programmpaket SNLO [Sch03b]. Die Summenfrequenz-Erzeugung (III) erfolgt schließlich in
einem weiteren nichtlinearen Kristall (BBO, Dicke = 1mm, Θ=44◦, Typ I) durch Anpassung
des Kristallwinkels. Bei einer Eingangsenergie von etwa 100µJ sind dabei Energien bis 5µJ
bei der 3. Harmonischen (∼ 270 nm) realisierbar. Gegenüber anderen Konzepten [Cer03], bei
der eine Auftrennung der nach der SHG-Erzeugung vorliegenden Impulse erfolgt, hat dieser
Aufbau den Vorteil, dass er sehr kompakt ist und nur minimale Justage-Arbeiten erfordert.
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Abb. 3.6: Typisches Spektrum der Anregungs-Impulse bei der 3. Harmonischen des Lasersystems.
Die graue Linie repräsentiert eine Anpassung des Spektrums mit einer Gaußfunktion.
Die Impulsdauer der resultierenden UV-Impulse konnte mit dem vorhandenen Autokorrelator-
Aufbau nicht bestimmt werden. Allerdings lässt sich aus der spektralen Breite eine untere
Grenze für die Impulsdauer angeben. In Abbildung 3.6 ist das Spektrum der auf diese Weise
erzeugten UV-Impulse gezeigt, das mit einem Faser-Spektrographen (Fa. Ocean Optics) aufge-
zeichnet wurde. Die Impulse besitzen eine Zentralwellenlänge um 270 nm mit einer spektralen
Breite von etwa 1,5 nm (FWHM). Unter der Annahme eines gaußförmig bandbreitebegrenzten
UV-Impulses ergibt sich im Fourier-Limit [Die96] (∆ν · ∆t = 0.441) eine untere Grenze
der Impulsdauer von etwa 70 fs. Ein Vergleich der Apparate-Funktion (300 - 400 fs) mit den
Impulsdauern der Abtast-Impulse (∼150 fs) im nächsten Abschnitt spricht für eine Impulsdauer
der Anreg-Impulse von etwa 250 bis 300 fs am Probenort. Die deutliche Verlängerung gegen-
über dem Fourier-Limit lässt sich dabei durch die Materialdispersion während der Erzeugung
(BBO-Kristalle, TWR) und den optischen Komponenten nach der UV-Erzeugung (Quarzlinse,
61
3 Experimentelles: Methodik, Aufbau und Messablauf
λ/2-Plättchen, Polarisator) erklären.
3.2.4 Messplatz und Messdatenerfassung
Im Experiment werden Anreg- und Abtast-Impuls in der Probe räumlich überlagert und
der zeitliche Abstand zwischen den beiden Impulsen durch eine Verzögerungsstrecke im
Anregungs-Zweig variiert. Bei einem maximalen Wegunterschied von 1,2m lassen sich Zeitun-
terschiede von bis zu ∼ 4 ns realisieren. Aufgezeichnet wird die Intensität der Abtast-Impulse
nach der Probe in Abhängigkeit von der Verzögerungszeit. Die beiden nächsten Abschnitte
geben einen Überblick zum verwendeten Küvetten-Design, dem Strahlverlauf am Probenort
und der Messdatenerfassung. Ausführliche Darstellungen dazu finden sich auch in [Sie05].
Probenkreislauf und Küvetten-Design
Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente stellen hohe Anforderungen an die Proben-
kreisläufe und die Küvetten, in denen die Proben während der Messung gehalten werden.
Zum einen muss das bei der Messung angeregte Probenvolumen zwischen je zwei aufeinander
folgenden Anreg-Impulsen mit einer Rate von einem kHz ausgetauscht werden. Zum anderen
stehen für die Messungen aus Kostengründen oft nur sehr geringe Probenmengen (∼ 1ml)
zur Verfügung. Zudem sollte das verwendete Fenstermaterial über einen sehr großen Spek-
tralbereich transparent (200 nm - 10µm), UV-beständig und möglichst nicht hygroskopisch
sein.
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Abb. 3.7: (A) Schematische Darstellung des in den zeitaufgelösten und stationären Messungen
verwendeten Probenkreislaufs. Die „Dauerstrich-Küvette“ besitzt eine Apertur von 10mm und wird für
die Charakterisierung der Proben vor und nach den zeitaufgelösten Messungen verwendet. In den
zeitaufgelösten Experimenten wird die zweite Durchfluss-Küvette mit einer Kanalbreite von ∼ 2mm
eingesetzt. (B) Aufbau der Küvetten im Detail. Die Schichtdicke wird durch Teflon-Scheiben definiert
und beträgt etwa 90µm. Abbildung nach [Kol03].
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Der in den zeitaufgelösten Messungen verwendete Proben-Kreislauf ist in Abbildung 3.7
A schematisch dargestellt. Er besteht aus zwei Durchfluss-Küvetten, einem Vorratsgefäß und
einer Schlauchpumpe (Ismatec, Fa. Cole Porter). Das Küvetten-Design wurde am Lehrstuhl
für BioMolekulare Optik (BMO) entwickelt und ist auf die Anforderungen zeitaufgelöster
Messungen optimiert. Dabei sind die Kreisläufe auch für Probenmengen kleiner 1ml geeignet.
Der Aufbau der Küvetten ist in Abbildung 3.7 B dargestellt. Alle Komponenten, die mit der
Probe in Berührung kommen, bestehen aus chemisch inerten Materialien (Edelstahl-Schrauben,
Abstandshalter und Schläuche aus Teflon, Chemraz (Perfluorelastomer)-Dichtungen, CaF2-
und BaF2-Fenster). Es wurden zwei Durchfluss-Küvetten verwendet, deren Schichtdicken über
Teflon-Scheiben (Dicke = 90µm) definiert ist. Eine besitzt eine große Apertur (Durchmesser
= 10mm), die den Einsatz dieser Küvette für die CW-Charakterisierung der Probenlösung in
kommerziellen Geräten (UV-Absorption: λ19, Fa. Perkin Elmer, IR-Absorption: IFS66, Fa.
Bruker) ermöglicht, und wird als „Dauerstrich-Küvette“ bezeichnet. Die Zweite besitzt eine
Teflonscheibe mit einem etwa 2mm breiten Kanal, in dem die Probenlösung geführt wird. Sie
wird in den zeitaufgelösten Messungen verwendet und ermöglicht den vollständigen Austausch
das angeregten Volumens bei der Repetitionsrate des Lasers von 1 kHz.
Als Fenstermaterial werden in der Regel Kalziumfluorid-Scheiben (CaF2, Dicke = 2mm,
Durchmesser = 30mm) eingesetzt, die aufgrund ihrer Absorptionseigenschaften sowohl für den
UV-Bereich, als auch für den IR-Bereich geeignet sind. Bei der Anregung mit UV-Impulsen
lieferte das zur Verfügung stehende CaF2-Material in den zeitaufgelösten Messungen jedoch
Signalbeiträge im infraroten Spektralbereich auf der 10 - 100 ps-Zeitskala, die möglicherweise
durch Zwei-Photonen-Absorption, Verunreinigungen im Fenstermaterial oder die Bildung
von Farbzentren verursacht werden [Tan, Tsu02]. In einer Messreihe mit verschiedenen Fens-
termaterialien (CaF2, NaCl, BaF2) erwies sich stattdessen Bariumflourid (BaF2, Dicke =
3mm, Durchmesser = 30mm) als geeignetes Fenstermaterial und wurde für den Aufbau der
Mess-Küvette im Anreg-Abtast-Experiment verwendet. Seine hygroskopischen Eigenschaften
machen allerdings den Austausch der BaF2-Fenster nach etwa 5 Stunden Messzeit erforder-
lich. Als Alternative zu den Küvetten stand auch ein Jet zu Verfügung. In diesem wird die
Probenlösung zwischen zwei Edelstahldrähten geführt und dadurch störende Fenster-Effekte
vermieden [Lai06,Kol07]. Zum Zeitpunkt der Messungen war dieses System jedoch noch nicht
für Probenmengen von 1ml konzipiert und wurde nur für einen Vergleich der Messergebnisse
am reinen Lösungsmittel D2O mit und ohne Fenstermaterial verwendet.
Strahlverlauf am Probenort
Die Anreg- und Abtast-Impulse sind nach ihrer Erzeugung senkrecht zur Tischoberfläche
polarisiert. Das kann im Anreg-Abtast-Experiment zu zeitabhängigen Beiträgen führen, die auf
die Reorientierung der Moleküle nach der Anregung zurückzuführen sind (siehe Ausführung
in Abschnitt 3.3.3). Aus diesem Grund wird in den zeitaufgelösten Experimenten die Absorpti-
onsänderung in der Probe polarisationsaufgelöst bestimmt und der zur Anregung senkrechte
bzw. parallele Anteil der Polarisation des Abtast-Impulses separat detektiert. Der Strahlverlauf
am Probenort ist in Abbildung 3.8 schematisch dargestellt.
Mit einem Unterbrecher-Rad (Frequenz = 500Hz) wird jeder zweite Anregungs-Impuls
geblockt. Die Polarisation der Anreg-Impulse wird über eine Kombination aus λ/2-Plättchen
und Polarisator definiert und um 45◦ gegenüber der Polariations-Ebene der Abtast-Impulse
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Abb. 3.8: Skizze zum Strahlverlauf am Probenort. Die linear polarisierten Anreg-Impulse durchlaufen
ein Unterbrecherrad (Chopper, 500Hz) und werden über eine Kombination aus λ/2-Plättchen und
Polarisator (Pol.) um 45◦ in der Polarisationsebene gedreht. Diese UV-Impulse werden über eine Linse
(L1) auf die Probe fokussiert und anschließend von einer Diode detektiert. Die Abtast-Impulse sind
senkrecht zur Tisch-Oberfläche polarisiert und werden über Parabolspiegel (30◦ Ablenkwinkel) auf
die Probe fokussiert. Anschließend werden sie über einen zweiten Paraboloiden wieder kollimiert und
mit einem Strahlteiler (BS) aufgeteilt. Die beiden Teile der MIR-Impulse durchlaufen jeweils einen
Infrarot-Polarisator (P), der einmal die senkrechten und einmal die parallelen Polarisations-Anteile
relativ zur Anregung auswählt. Über Paraboloiden (90◦ Ablenkwinkel) werden die MIR-Impulse auf
die Eintritts-Spalte von zwei Spektrographen (Spec) abgebildet. Die Anpassung der Intensität auf die
MCT-Detektoren erfolgt über metallbeschichtete BaF2-Scheiben (F).
gedreht. Anschließend werden die UV-Impulse mit einer Linse auf die Probe fokussiert und
danach mit einer weiteren Linse auf einen Detektor abgebildet. Die Strahlführung der Anreg-
Impulse durch ein Loch in den Parabolspiegeln, die zur Fokussierung und Kollimierung der
Abtast-Impulse dienen, ermöglicht einen relativ kleinen Winkel (< 5◦) und einen guten räumli-
chen Überlapp zwischen den Anreg- und Abtast-Impulsen. Die Abtast-Impulse sind senkrecht
zur Tischoberfläche polarisiert und werden über einen Parabolspiegel (30◦Ablenkwinkel) auf
die Probe fokussiert. Das Abtasten erfolgt also mit einer Polarisation, die um 45◦ gegen die
Polarisation des Anreg-Impulses gedreht ist. Nach der Probe wird der Abtast-Impuls über
einen zweiten Parabolspiegel wieder kollimiert und mit einem Strahlteiler (einseitig antireflex-
beschichtetes Ge-Plättchen) aufgeteilt. Über eine Polarisations-Optik (Infrarot-Polarisatoren,
Modell P03, Fa. InfraSpecs) wird nun in einem Zweig der zur Anregung senkrechte Anteil
und im anderen Zweig der dazu parallele Anteil ausgewählt. Anschließend werden die Abtast-
Impulse mit Hilfe von metallbeschichteten BaF2-Scheiben (Fa. Layertec) abgeschwächt und
über Paraboloiden (90◦Ablenkwinkel) auf die Eintritts-Spalte von Spektrographen (Fokallänge
= 300mm, Fa. Roper Scientific/Acton Research) fokussiert. Da die Laborluft (Wasserdampf)
im Spektralbereich zwischen 1300 - 1800 cm−1 stark absorbiert [Ham94], befindet sich die
Erzeugung der MIR-Impulse (DFM-Prozess) und der gesamte Probenraum in einem mit Tro-
ckenluft (Taupunkttemperatur: ∼ −70 ◦C) gespülten Kasten. Auch die Spektrographen werden
mit Trockenluft gespült. Die Spektrographen sind mit jeweils 3 Gittern (100, 150, 300 l/mm)
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ausgestattet, die für verschiedene Spektralbereiche optimiert sind (Blazewinkel) und spektrale
Auflösungen im Bereich weniger Wellenzahlen (∼ 3 cm−1) ermöglichen.
Messdatenerfassung
Die Abtast-Impulse werden in den zwei Spektrographen spektral dispergiert und auf Dioden-
Zeilen abgebildet. Für die IR-Detektion stehen zwei Quecksilber-Cadmium-Tellurid („mercury
cadmium telluride“, MCT)-Detektoren (32-elementige Diodenarrays, Fa. Infrared Associates
Inc.) mit nachgeschalteten Verstärkern (MCT-3200 Preamplifier, Fa. Infrared Systems Deve-
lopment Corp.) zur Verfügung. Die Photodioden-Zeilen besitzen 32 quadratische Elemente mit
je 0,5mm Seitenlänge und einem Abstand von 0,1 mm zwischen den Elementen. Sie werden
mit flüssigem Stickstoff auf 77 K gekühlt.
Die Signale aus den Vorverstärkern werden in einem 96-Kanal Analog-Digital-Wandler
(1885F, Fa. Le Croy) mit einer Auflösung von 12 Bit digitalisiert. 64 der Kanäle werden durch
die beiden Diodenarrays belegt, die restlichen Kanäle stehen für Kontrolldioden zur Verfügung
und erlauben die Überwachung der Intensitäts-Schwankungen des Lasersystems und der op-
tisch parametrischen Prozesse. Zu diesem Zweck werden PIN-Photodioden (Silizium, InGaAs)
für den sichtbaren und nahinfraroten Spektralbereich eingesetzt. Die Anpassung der hohen
Ausgangs-Impedanz der Photodioden auf die 50Ω Eingangs-Impedanz des A/D-Wandlers
sowie die Signalverstärkung erfolgt über die in [See97] beschriebenen Verstärkerschaltungen.
Der A/D-Wandler besitzt ein einstellbares Zeitfenster für die Datenaufnahme (∼ 2µs), die
von der elektronischen Synchronisation des regenerativen Verstärkers gesteuert wird. Bei der
Detektion eines Lichtimpulses am Verstärkerausgang wird der auftretende Stromimpuls nur
während dieses Zeitfensters im A/D-Wandler integriert. Auf diese Weise werden Streulichtan-
teile und elektronische Störimpulse effektiv unterdrückt. Details zur Hardware-Schnittstelle
finden sich in [Zur92, Hoc96].
Optimierung der Detektionselektronik
In dieser Arbeit sollen relative Transmissionsänderungen in der Größenordnung von 10−5
und kleiner nachgewiesen werden. Dies erfordert eine sehr hohe Sensitivität der Messelek-
tronik. Eine wesentliche Verbesserung der Sensitivität des Experiments konnte dabei durch
eine Modifikation der Vorverstärker-Elektronik für die MCT-Detektoren erreicht werden. In
der Grundeinstellung waren die Verstärkungsfaktoren (∼ 100) sehr hoch und für stationäre
Messungen mit sehr geringen Lichtintensitäten ausgelegt. Das führte dazu, dass die MIR-
Impulse vor der Detektion stark abgeschwächt werden mussten (∼ 1 %) damit eine Sättigung
des A/D-Wandlers vermieden wurde. Der optimale Dynamikbereich der IR-Detektion kann
dabei durch die Verwendung von Infrarot-Abschwächern (Metal-beschichtete BaF2 -Scheiben,
Fa. Layertec) erreicht werden, die in den Strahlengang vor den Spektrometern eingesetzt
werden können und eine maximale Aussteuerung der Elemente erlauben. Da bei der elektroni-
schen Verstärkung auch das elektronische Rauschen verstärkt wird, sollte eine Reduzierung
des Verstärkungsfaktors — unter Berücksichtigung der Linearitätsgrenze der Detektoren —
zu einer Verbesserung des Signal- zu Rausch-Verhältnisses führen. In dieser Arbeit wurden
die Verstärkungsfaktoren der Vorverstärker soweit wie möglich reduziert und zusätzlich die
Signale aus den Vorverstärkern nochmals über eine selbstgebaute Spannungsteilung (Faktor
0,2) abgeschwächt. Auf diese Weise konnte, je nach Aussteuerung der Kanäle, nochmals ein
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Faktor 2-3 im Signal zu Rausch-Verhalten gewonnen werden. Diese Modifikationen und die
damit verbundene Erhöhung der Sensitivität waren für die in dieser Arbeit durchgeführten
Messungen von entscheidender Bedeutung.
3.3 Zeitaufgelöste Messungen - Messablauf und
Datenauswertung
In diesem Abschnitt wird der Ablauf einer Anreg-Abtast-Messung beschrieben. Eine Über-
sicht zu den experimentellen Parametern der in dieser Arbeit beschriebenen Anreg-Abtast-
Experimente gibt Tabelle 3.2.
Anreg-Abtast-Experiment: Anreg-Impuls Abtast-Impuls
Zentralwellenlänge 270 - 272 nm 1300 - 1800 cm-1
spektrale Breite (FWHM) < 1,5 nm ~ 150 cm-1
Energie ~ 1,2  µJ < 50 nJ
Bündeldurchmesser Probenort (FWHM) ~ 170 µm ~ 90 µm
Puls zu Puls Schwankung (RMS) < 1 % 0,15 - 0,3 %
Anreg-Abtast-Experiment: Anreg-Impuls Abtast-Impuls
Zentralwellenlänge 270 - 272 nm 1300 - 1800 cm-1
spektrale Breite (FWHM) ~ 1,5 nm ~ 150 cm-1
Energie ~ 1,2  µJ < 50 nJ
Bündeldurchmesser Probenort (FWHM) ~ 170 µm ~ 90 µm
Puls zu Puls Schwankung (RMS) < 0,5 % 0,15 - 0,3 %
Tabelle 3.2: Experimentelle Parameter der Anreg-Abtast-Experimente im Überblick.
3.3.1 Charakterisierung der Probenlösung
Eine spektrale Charakterisierung der Probenlösung wird vor und nach jeder zeitaufgelösten
Messung vorgenommen. Die UV-Absorption der Moleküle wird mit einem kommerziellen
Absorptions-Spektrometer (Lambda 19, Fa. Perkin Elmer) bestimmt. Für die Bestimmung der
IR-Absorption wird ein kommerzielles FTIR-Spektrometer (IFS66, Fa. Bruker) verwendet. Da
in beiden Messungen der gleiche Probenkreislauf wie in der zeitaufgelösten Messung benutzt
wird, lassen sich Veränderungen der Probe während der Messungen (z.B. die Anreicherung
von Photoprodukten) feststellen, ohne dass die Gefahr einer möglichen Kontamination bei
der Benutzung einer neuen Küvette besteht. Die Konzentrationen der Probenlösungen liegen
zwischen 5 und 10mM. Eine ausführliche Beschreibung und Diskussion der stationären
Charakterisierung der untersuchten Moleküle erfolgt im nächsten Kapitel.
3.3.2 Justage der Messapparatur und Bestimmung der
Apparatefunktion
Da die Erzeugung der Anreg-Impulse im UV-Bereich erst nach der Verzögerungsstrecke erfolgt,
wird vor jeder Messung zunächst die Justage der Verzögerungsstrecke und die Stabilität der UV-
Erzeugung in Abhängigkeit von der Verzögerungsposition überprüft. Anschließend wird der
Bündeldurchmesser der Anreg- und Abtast-Impulse bestimmt und gegebenenfalls angepasst.
Für die Bestimmung der Bündeldurchmesser wird dabei das Bündelprofil am Probenort mit
einer positionierbaren Rasierklinge abgetastet und die Intensität der transmittierten Strahlung
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in Abhängigkeit von der Position der Rasierklinge aufgezeichnet. Diese Prozedur entspricht
einer eindimensionalen Integration des Intensitäts-Profils und erlaubt die Berechnung des Bün-
deldurchmessers. Details zu dieser Methode finden sich z.B. in [Arn71, Suz75, Kho83]. Für
die Charakterisierung steht zusätzlich eine auf einem CCD-Chip basierende Kamera-Einheit
zu Verfügung. Diese kann anstelle der Probe in den Probenraum eingesetzt werden und ermög-
licht, über eine am Lehrstuhl entwickelte Bündelprofil-Analyse-Software (basierend auf dem
Programmpaket Labview 7.0 [Jam04]), die Analyse der Bündel-Parameter im sichtbaren und
ultravioletten Spektralbereich. Die Bündelquerschnitte (FWHM) der Anreg-Impulse sind mit
etwa 170µm fast doppelt so groß wie die der Abtast-Impulse mit etwa 90µm und gewährleisten
einen guten räumlichen Überlapp in den Messungen.
Die Bestimmung des räumlichen und zeitlichen Überlapps zwischen Anreg- und Abtast-
Impuls erfolgt durch die Verwendung von Germanium- oder Silizium-Plättchen als Probenma-
terial. Diese Halbleiter-Materialien absorbieren entsprechend ihrer Bandkante (Si: ∼ 1,1 eV,
Ge: ∼ 0,7 eV) im gesamten sichtbaren und ultravioletten Spektralbereich. Bei der Absorp-
tion energiereicher UV-Photonen kommt es zur Erzeugung freier Ladungsträger, die auch im
infraroten Spektralbereich absorbieren [Kah55]. Im Experiment ist die durch die Anregung
induzierte Absorptionsänderung nahe dem Zeitnullpunkt maximal und erlaubt sowohl die
Optimierung des räumlichen Überlapps (Justage auf maximales Differenzsignal), als auch die
Bestimmung des Zeitnullpunkts (Auswertung des Signalverlaufs in einer transienten Messung).
τcc = 300 fs
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Abb. 3.9: Bestimmung der Apparatefunktion durch eine zeitaufgelöste Messung an Silizium. Die Punkte
zeigen den Zeitverlauf der Absorptionsänderung bei 1670 cm−1 nach UV-Anregung. Bei der Annahme
einer instantan mit der Erzeugung von freien Ladungsträger in Silizium auftretenden Absorption
entspricht der gemessene Verlauf der Apparatefunktion. Die Datenanpassung (durchgezogene Linie)
ergibt eine Kreuzkorrelationsbreite von τcc = 300 fs.
Aus dem Signalverlauf einer transienten Messung lässt sich auch die Apparatefunktion be-
stimmen. Unter der Annahme, dass die Absorptionsänderung instantan mit dem Anreg-Impuls
auftritt, entspricht die gemessene Absorptionsänderung — für gaußförmige Lichtimpulse —
der Faltung einer Stufenfunktion mit einer gaußförmigen Kreuzkorrelationsfunktion aus Anreg-
und Abtast-Impuls [Jed88]. Eine entsprechende Messung an Silizium ist in Abbildung 3.9
gezeigt. Die Kreuzkorrelationsbreite entspricht der Apparatefunktion und ist ein Maß für das
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Auflösungsvermögen des IR-Spektrometers. Daraus kann bei bekannter Impulsdauer eines
der beteiligten Impulse auf die Impulsdauer des jeweils anderen geschlossen werden [Jed88]:
τ 2cc = τ
2
Anregung + τ
2
Abtast. Die Kreuzkorrelationsbreite lag bei den zeitaufgelösten Messungen
zwischen 300 und 400 fs. Mit einer Impulsdauer der Abtast-Impulse [Sch02, Sie05] im Bereich
von 150 fs ergibt sich daraus eine Impulsdauer von etwa 250 - 300 fs für die Anreg-Impulse.
3.3.3 Messung und Signalbildung
Das Ziel der zeitaufgelösten Messungen ist die Bestimmung der Absorptionsänderung in
Abhängigkeit von der Verzögerungszeit zwischen Anreg- und Abtast-Impuls. In der Messung
wird die Datenaufnahme von einem PC gesteuert, der über die Schrittmotorposition den zeitli-
chen Abstand zwischen Anreg- und Abfrage-Impuls bestimmt. An jedem Messpunkt wird die
Intensität der Abtast-Impulse registriert. Da die Messungen mit Schwankungen in der Laser-
intensität und elektronischem Rauschen behaftet sind, kann die Messgenauigkeit durch eine
Mittelung über viele Einzel-Messungen erhöht werden. Aus diesem Grund liest der Rechner an
jeder Position die Intensität des Abtast-Impulses Isignal(λi, tD) für eine bestimmte Anzahl an
Einzel-Messungen in Abhängigkeit von der Kanalnummer i (bzw. der Wellenlänge λi) und dem
Verzögerungszeitpunkt tD aus. Dabei wird bei der Messung jeder zweite Anregungs-Impuls
mit einem auf die Repetitionsrate des Lasersystems synchronisierten Unterbrecherrad geblockt
(siehe Abbildung 3.8). Auf diese Weise wird jeweils abwechselnd eine Messung mit (I+) und
eine ohne Anregung (I−) durchgeführt. Zur Korrektur des Dunkelstroms wird der Abfrage-
Impuls vor der Messreihe geblockt, und der Dunkelstrom mit (I+dunkel) und ohne Anreg-Impuls
(I−dunkel) aufgenommen. Diese Werte werden ebenfalls über eine frei wählbare Anzahl von
Laserimpulsen gemittelt (I
(+,−)
dunkel). Die gemessenen Intensitäten I
(+,−)
i (λ, tD) für den Laser-
Impuls i werden durch Subtraktion des Dunkelstroms Idunkel(λ) korrigiert und über die Anzahl
der gewählten Messungen N summiert: I
(+,−)
signal(λ, tD) =
∑N
i=1[I
(+,−)
i (λ, tD) − I
(+,−)
dunkel(λ)].
Division dieser Größen mit (I
+
signal) und ohne (I
−
signal) Anregung ergibt das normierte Signal,
das an jedem Messpunkt aufgezeichnet wird:
S(λ, tD) =
I
+
(λ, tD)
I
−
(λ, tD)
. (3.1)
Diese Messwerte werden in einer Datei für jede Verzögerungszeit abgespeichert. Ist ein Durch-
lauf („Scan“) beendet, beginnt die Messroutine automatisch einen neuen Durchlauf bis die
Messreihe abgebrochen wird. In den Messungen an den Nukleinsäuren wurden typischerwei-
se 2000 Laserimpulse an 100 - 150 Messpositionen gemittelt und einzelne Messdurchläufe
zwischen 3 und 5 mal wiederholt. Die Mittelung mehrerer „Scans“ bewirkt dabei eine Vertei-
lung niederperiodischer Schwankungen auf alle Verzögerungspositionen. Zusätzlich zu den
Messdaten der 64 Abtast-Kanäle wurden die Daten mehrerer Kontroll-Dioden aufgezeichnet.
Dabei ist vor allem die Kontrolle der Anregungsenergie von Bedeutung. Sie gibt sowohl Hin-
weise auf die Stabilität des Lasersystems als auch auf eventuelle Unregelmässigkeiten in der
Probe — wie zum Beispiel das Auftreten einer Luftblase im Anregungsvolumen oder starke
Laser-Schwankungen — die bei der Datenbearbeitung und Auswertung berücksichtigt werden
müssen.
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Datenverarbeitung
Die weitere Auswertung der transienten IR-Messdaten erfolgt mit einem am Lehrstuhl entwi-
ckelten Programmpaket „Z20“, das auf der Programmiersprache IDL [IDL00] (Fa. Research
Systems Inc., Ver. 5.4) basiert und dessen wesentliche Bestandteile in [Lut01, Spö01, Sat04]
beschrieben sind. Zunächst für die Femtosekundenspektroskopie im sichtbaren Spektralbereich
konzipiert, wurde das Programm im Laufe der Zeit auf die Bedürfnisse der zeitaufgelösten IR-
Spektroskopie angepasst und erweitert [Sie05]. Das Programm erlaubt die Mittelung einzelner
Datensätze („Scans“) und eine Korrektur des Zeitnullpunkts anhand von Fit-Routinen, die der
Materialdispersion im Strahlengang (Fenstermaterialien, Kristalle, Ge-Plättchen) Rechnung
tragen (Sellmeier-Koeffizienten) [Sie05]. Die einzelnen Datenfiles (Scans) zu einer Messreihe
werden in das Programm geladen und gemittelt. Aus den daraus resultierenden Datensätzen
Sfinal(λ, tD) wird mit A = −logT und T (+,−) = I(+,−)I0 die Absorptionsänderung ∆A(λ, tD)
bestimmt:
∆A(λ, tD) = −logT
+(λ, tD)
T−(λ, tD)
= −logS(λ, tD) (3.2)
Bei einer Mittelung über 10000 Messwerte wurde in den Experimenten eine Auflösung von
Absorptionsänderungen im Bereich von ∼10µOD und kleiner erreicht.
Da die Anreg-Abtast-Experimente mit linear polarisierten Lichtimpulsen durchgeführt wer-
den, müssen bei der Auswertung der Daten Anisotropie-Effekte berücksichtigt werden. Die
Anisotropie der Moleküle bewirkt, dass durch den linear polarisierten Anregungs-Impuls
bevorzugt Moleküle angeregt werden, deren Übergangs-Dipolmoment parallel zur Polarisati-
onsebene der Anreg-Impulse liegt. Ein linear polarisierter Abtast-Impuls sieht deshalb, je nach
Stellung des für die Absorption des Abtast-Impulses verantwortlichen Übergangs-Moments,
eine unterschiedliche Absorption, die sich mit der Orientierung der Moleküle ändert. Durch
Rotationsdiffusion verlieren die angeregten Moleküle in der Lösung ihre Ausrichtung und
die Absorption wird isotrop. Charakteristische Zeiten τr für diesen Prozess lassen sich mit
Hilfe des Koeffizienten für die Rotationsdiffusion Dr eines sphärischen Moleküls abschätzen
(τr = 16Dr ). Sie sind abhängig von der Größe der Moleküle und sollten für die in dieser Arbeit
untersuchten Moleküle typischerweise zwischen 10 und einigen 100 ps liegen [Fle76].
Eine Möglichkeit die Reorientierungs-Dynamiken zu vermeiden besteht darin, die Messun-
gen unter dem sogenannten „magischen Winkel“ durchzuführen, da für diesen Winkel — 54.7◦
zwischen Anreg- und Abtast-Polarisation — keine Reorientierungseffekte auftreten [Fle76].
Eine andere Möglichkeit besteht darin, die Messungen polarisationsaufgelöst, das heißt, die
Absorptionsänderung mit paralleler (∆A||) und senkrechter Polarisation (∆A⊥) gegenüber
dem Anreg-Impuls, separat durchzuführen. Aus diesen Beiträgen lässt sich das Signal für eine
isotrope Verteilung der Moleküle ohne Reorientierungseffekte berechnen:
∆Aiso =
1
3
· (∆A|| + 2 ·∆A⊥). (3.3)
Alle in den nächsten Kapiteln vorgestellten zeitaufgelösten Daten wurden gemäß Gleichung
3.3 aus den Beiträgen für parallele und senkrechte Polarisation bestimmt.
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Datenanpassung
Nachdem einzelne Messbereiche wie oben beschrieben gemittelt und korrigiert wurden, können
sie zu neuen Datensätzen kombiniert werden, in denen mehrere Messbereiche zusammenge-
fasst sind. Für diese Datensätze stehen umfangreiche Methoden zur Analyse und Visualisierung
zur Verfügung [Sat04]. Das Auswerteprogramm Z20 besitzt sowohl die Möglichkeit einzelne
Zeitverläufe an einer Spektralposition als auch ganze Datensätze in einem globalen Ansatz,
d.h. für alle Wellenzahlen gleichzeitig, mit einer Modellfunktion anzupassen. Für eine entspre-
chende Datenanpassung wird in dieser Arbeit eine Summe von Exponentialfunktionen, die
mit der Kreuzkorrelationsfunktion (K(tD − t)) zwischen Anreg- und Abtast-Impuls gefaltet
werden, verwendet [Hol90]:
∆A(λprobe, tD) =
n∑
i=1
∫ ∞
0
ai(λprobe, τi) · exp−t/τi ·K(tD − t)dt. (3.4)
Für gaußförmige Lichtimpulse mit einer Kreuzkorrelationsbreite τcc lässt sich Gleichung 3.4
auch schreiben als:
∆A(λprobe, tD) =
n∑
i=1
ai(λprobe, τi) · exp( t
2
cc
4τ 2i
− t
τi
)
1 + erf( t
τcc
− τcc
2τi
)
2
. (3.5)
In der Gleichung 3.5 bezeichnet erf(x) = 2√
pi
∫∞
0
exp−t2dt die sogenannte „Errorfunktion“
und die Gewichtsfaktoren ai(λprobe, τi) bilden das Amplitudenspektrum zur Zeitkonstante τi.
Im Auswerte-Programm wird für die Datenanpassung ein Levenberg-Marquardt Algorithmus
[Pre92] benutzt, der versucht, die experimentellen Daten — mit einer vorgegebenen Anzahl an
Exponentialfunktionen — über die Methode der kleinsten Quadrate anzupassen.
Eine Datenanpassung über eine Summe von Exponentialfunktionen eignet sich zum Beispiel
zur Beschreibung von Raten-Gleichungs-Systemen [Zin92], in denen Übergänge zwischen
definierten und thermisch relaxierten Zuständen auftreten [Spö01]. Dies ist jedoch bei den
betrachteten Systemen, bei denen zum Beispiel die Reaktionszeiten unter den Relaxationszeiten
liegen können, nicht immer der Fall. Bei der Beschreibung von Kühlvorgängen im infraroten
Spektralbereich treten zudem spektrale Verschiebungen auf, die sich bei der Anpassung der
Zeitverläufe nur durch die Verwendung mehrerer exponentieller Zeitkonstanten wiedergeben
lassen. Die physikalische Aussage dieser Zeitkonstanten, deren Amplituden sich zum Teil
kompensieren, ist jedoch fraglich. Aus diesem Grund ist diese Art der Datenanpassung unter
bestimmten Umständen nur als erste Näherung zu sehen, die Zeitskalen von Reaktionen
ermitteln und Amplituden berechnen kann. Eine Diskussion dieser Problematik findet sich
auch in [Spö01].
3.4 Zeitaufgelöste Messungen - Effekte und
Signaturen
Die zeitaufgelöste Spektroskopie mit kurzen Anreg- und Abtast-Impulsen führt zu Signal-
beiträgen, die nicht nur durch die Wechselwirkung mit den zu untersuchenden Molekülen
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hervorgerufen werden. Im Bereich des Zeitnullpunkts treten mehrere Effekte auf, die bei der
Auswertung korrigiert oder in der Interpretation berücksichtigt werden müssen. Eine ausführ-
liche Diskussion der in vielen Experimenten dieser Art zu berücksichtigenden Effekte (z.B.
Kreuzphasen-Modulation) findet sich in [Lor02, Wyn95]. Hier soll deshalb nur ein Beitrag
eingehend diskutiert werden, der bei der Anregung mit intensiven UV-Impulsen auftreten kann
und die ausführliche Diskussion in [Sie05] zu den Effekten in zeitaufgelösten IR-Messungen
ergänzt.
3.4.1 Zwei-Photonen-Absorption und das solvatisierte Elektron
InMessungen an DNA- und RNA-Bausteinen wird oft Wasser oder im Fall der IR-Spektroskopie
schweres Wasser als Lösungsmittel verwendet. Bei niedrigen Lichtintensitäten sind H2O und
D2O für Wellenlängen größer 190 nm praktisch transparent. Bei der Verwendung von intensi-
ven Laserimpulsen im UVB-Bereich (λ = 266 nm, Photonenenergie E ≈ 4,7 eV) ist es jedoch
möglich, die Lösungsmittel-Moleküle über eine Zwei-Photonen-Absorption („two photon
absorption“, TPA) zu ionisieren. Die Ionisation von Wasser-Molekülen wird durch zwei Dinge
begünstigt. Erstens zeigt Wasser im ultravioletten Spektralbereich einen hohen Absorptions-
querschnitt für TPA. Zweitens ist die Quantenausbeute für die Ionisierung nach TPA hoch. In
[Bar00] wird eine Ionisations-Wahrscheinlichkeit von 50% bei einer Zwei-Photonen-Anregung
mit 9,3 eV für Wasser angegeben. Bei der Ionisation der Moleküle (Ionisationsschwelle Eion∼
6,5 eV) kann ein Elektron in Lösung übergehen und durch eine Solvathülle (4 - 6 Wassermole-
küle) stabilisiert werden. Diese Spezies wird als solvatisiertes Elektron bezeichnet.
Die Bildung des solvatisierten Elektrons ist seit langem bekannt [Har62] und wurde in den
letzten Jahren intensiv untersucht [Nik83, Reu96, Ass00, And00, Tha04, Bir06]. Spektrosko-
pisch zeigt sich das solvatisierte Elektron durch eine breite strukturlose Absorption um 720 nm
[Har62]. Bei dessen Bildung werden jedoch mehrere Zwischenzustände bevölkert, die eine
völlig andere spektrale Signatur aufweisen. Die folgende kurze Darstellung zum Stand der
Forschung auf diesem Gebiet bezieht sich auf Angaben in [Lae00] für das Lösungsmittel D2O.
Nach der Zwei-Photonen-Ionisation eines D2O-Moleküls wird eine Reihe von Zwischenzu-
ständen bevölkert. Das erste Intermediat wird in [Lae00] einem Komplex aus D2O-Molekülen
und dem Elektron zugeordnet [hν + 2D2O→ D3O+ + OD:e−]. Der genaue Charakter dieses
Intermediats (OD:e− Komplex) ist dabei jedoch noch weitgehend unklar. Bekannt ist dagegen,
dass dieser Zustand eine sehr hohe Extinktion ( ∼ 50000 - 100000 M−1cm−1) im mittleren
infraroten Spektralbereich besitzt und mit einer Zeitkonstante im Bereich von 100 - 200 fs in
einen zweiten Zwischenzustand übergeht. Das Absorptionsmaximum dieses zweiten Interme-
diats liegt im NIR-Spektralbereich (∼ 2µm) und sein Zerfall wird mit etwa 200 fs angegeben.
In einem weiteren Schritt (τ ∼ 550 fs) bildet sich schließlich das solvatisierte Elektron mit der
breiten Absorpionsbande um 720 nm.
In den Studien von Laenen und Mitarbeitern [Lae00, Lae01] wurde die Signatur des ersten
Intermediats in einem Spektralbereich zwischen 1800 und 7000 cm−1 bestimmt. Entsprechend
dem sehr hohen Extinktions-Koeffizienten zeigt sich dieses Intermediat in den zeitaufgelösten
IR-Messungen als eine starke Absorptionsänderung nahe dem Zeitnullpunkt, die auf einer
Zeitskala von 100 - 200 fs zerfällt. Allerdings liegen aus dieser Arbeitsgruppe keine Messungen
für Wellenzahlen kleiner 1800 cm−1 vor, die sich mit den hier durchgeführten Messungen
zwischen 1800 und 1300 cm−1 direkt vergleichen lassen. Aussagen über das Verhalten dieser
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Spezies im Bereich kleiner 1800 cm−1 erlauben jedoch IR-Messungen in [And00]. In dieser
Arbeit wurde die Absorptionsänderung bei der Injektion von Elektronen ins Lösungsmittel
über einen Charge-Transfer-Prozess (Ferrocyanid) zwischen 1300 und 3500 cm−1 beobachtet.
Auch bei diesem Prozess wurde im Rahmen der experimentellen Zeitauflösung eine schnelle
Absorptionszunahme am Zeitnullpunkt beobachtet, deren Zerfall mit einer von der Wellenzahl
unabhängigen Zerfallszeit von etwa 180 fs angepasst werden konnte. Abschätzungen zum Ex-
tinktionskoeffizienten dieses Zustands lassen auch hier Werte im Bereich von 50000M−1cm−1
und größer erwarten.
Diese Experimente zeigen, dass bei der Bildung des solvatisierten Elektrons Intermediate
auftreten, die einen sehr hohen Extinktionskoeffizienten im mittleren Infrarotbereich besit-
zen. Bei ausreichend hohen Anregungs-Intensitäten sollten diese auch in den zeitaufgelösten
Experimenten dieser Arbeit auftreten.
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Abb. 3.10: Zeitaufgelöste IR-Messung am Lösungsmittel D2O. Rechts: Konturdarstellung. Links:
Zeitverlauf bei 1621 cm−1 (Kreise) und Datenanpassung (durchgezogene Linie) nach einer globalen
Datenanalyse.
In Abbildung 3.10 ist eine zeitaufgelöste Messung für die in Tabelle 3.2 angegebenen
Parameter am reinen Lösungsmittel D2O gezeigt. Die Abbildung zeigt eine Konturdarstellung
der experimentellen Daten zwischen 1650 und 1575 cm−1 und den Zeitverlauf für 1621 cm−1.
Am Zeitnullpunkt tritt eine starke induzierte Absorption über den gesamten Spektralbereich
auf, die mit einer Zeitkonstante kleiner 200 fs zerfällt. Zu diesem Signal können sowohl das
verwendete Fenstermaterial der Durchfluss-Küvetten, als auch das Lösungsmittel beitragen. Zur
Klärung dieser Frage wurde eine entsprechendeMessung unter Verwendung eines freilaufenden
Flüssigkeitsstrahls [Lai06, Kol07] ohne Fenstermaterial durchgeführt. Auch in diesem Fall
zeigt sich am Zeitnullpunkt eine entsprechende Kinetik. Das Signal ist also auf die intrinsischen
Eigenschaften des Lösungsmittels zurückzuführen und könnte durch die Zwei-Photonen-
Absorption der Lösungsmittel-Moleküle entstehen. Ist dies der Fall, sollte die Signalamplitude
quadratisch mit der Anregungsenergie ansteigen. Tatsächlich führt eine Verdopplung der
Anregungsenergie in der Messung am reinen Lösungsmittel in sehr guter Näherung zu einer
Vervierfachung der Signalamplitude am Zeitnullpunkt.
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Die im reinen Lösungmittel auftretende induzierte Absorption am Zeitnullpunkt wird deshalb
in Anlehnung an die Ergebnisse aus [Lae00] der Absorption eines Vorläufers des solvatisierten
Elektrons zugeordnet. Eine Abschätzung zu den bei der UV-Anregung im Lösungsmittel D2O
gebildeten solvatisierten Elektronen ist mit den Angaben zum Extinktionskoeffizienten in
[Lae00] und [And00] unter zwei Annahmen möglich: (i) Die starke IR-Absorption am Zeit-
nullpunkt wird nur durch den nach Zwei-Photonen-Ionisation erzeugten (OD:e−)-Komplex mit
einem Extinktionskoeffizienten von 50000M−1cm−1 hervorgerufen. Ist eine weitere Ursache
für die Absorption verantwortlich, wird die Anzahl der erzeugten freien Elektronen überschätzt.
(ii) Der (OD:e−)-Komplex geht gemäß den Angaben in [And00] mit einer Zeitkonstante von
180 fs in einen weiteren Zustand über, der nicht in diesem Spektralbereich absorbiert. Nach
[Lae00] besitzt auch das zweite Intermediat (e−:(D2O)n) eine Absorption im MIR-Bereich.
Allerdings wird für diesen eine um etwa einen Faktor 3 geringere Extinktion angegeben und
deshalb in der folgenden Abschätzung vernachlässigt.
Die Abschätzung bezieht sich auf die maximale Absorptionsänderung am Zeitnullpunkt.
Dabei ist zu beachten, dass die Apparatefunktion (τcc ∼ 300 fs) des Femtosekunden-IR-
Spektrometers deutlich über der Zerfallszeit des beobachteten Zustands liegt, und deshalb
die gemessene Signalamplitude durch die Faltung mit der Apparatefunktion geringer ausfällt.
Entfaltet man das gemessene Signals (Amax ∼ 2mOD) ergibt sich ein um etwa einen Faktor 5
höherer Wert für die Absorptionsänderung am Zeitnullpunkt. Unter diesen Annahmen lässt
sich die Signalamplitude durch eine maximale Konzentration von etwa 20µM erzeugter
Ionisationsprodukte (Elektronen) erklären. Dieser Wert stellt aufgrund der Unsicherheiten
in Bezug auf Zerfallszeiten und Extinktionskoeffizienten nur eine grobe Abschätzung dar
und gibt lediglich eine Größenordnung wieder. Eine detaillierte Analyse und Bestimmung
der Konzentration an solvatisierten Elektronen könnte durch Experimente im nahinfraroten
Bereich erfolgen, in dem der Extinktionskoeffizient des solvatisierten Elektrons mit hoher
Genauigkeit bekannt ist.
Auch in denMessungen an den Nukleinsäuren ist bei den verwendeten Anregungs-Intensitäten
mit einem Auftreten dieses Lösungsmittel-Effektes zu rechnen. Die beobachtete Lösungsmittel-
Kinetik ist jedoch auf die ersten 200 fs nach dem Zeitnullpunkt beschränkt und liefert keine
Beiträge im Pikosekunden- und Nanosekunden-Bereich.
3.5 Stationäre Belichtungs-Experimente und
temperaturabhängige Messungen
Ein wesentlicher Aspekt dieser Arbeit beruht auf der Bestimmung der Infrarot-Absorption UV-
induzierter Photoprodukte in Nukleinsäuren. Zu diesem Zweck werden die IR-Spektren der zu
untersuchenden Moleküle vor und nach der Belichtung mit UV-Strahlung bestimmt. Zusätzlich
ist die Auswirkung einer Temperaturerhöhung auf die IR-Absorption des Lösungsmittels und
der Proben für die Dateninterpretation der zeitaufgelösten Messungen von Bedeutung. Der für
diese Experimente zur Verfügung stehende Messaufbau basiert auf einer Erweiterung eines
kommerziellen FTIR-Spektrometers (IFS66, Fa. Bruker) und ist in Abbildung 3.11 skizziert.
Für die Belichtungs-Experimente steht ein Nd:YAG-Laser (NY60, Fa. Continuum) zur
Verfügung, der bei einer Grundfrequenz von 1064 nm Lichtimpulse von etwa 5 ns Dauer
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Abb. 3.11: Schematische Darstellung des experimentellen Aufbaus zur Durchführung von Belichtungs-
Experimenten und der Bestimmung temperaturabhängiger IR-Spektren. Für die Belichtung der Proben
wurde die 4. Harmonische eines YAG-Lasers bei 266 nm erzeugt und über eine Linse (L) auf die in
einem FTIR-Spektrometer befindliche Probe abgebildet. Für die Bestimmung temperaturabhängiger
IR-Spektren wird die Probenküvette in einen Kupferblock integriert, der mit einemWärmebad verbunden
ist. Die Temperatur-Kontrolle erfolgt über einen Temperatur-Sensor im Kupferblock.
emittiert. In einer zweistufigen Frequenzkonversion wird daraus die 4. Harmonische bei einer
Wellenlänge von 266 nm erzeugt. Während die erste Stufe der Frequenzkonversion im Laser
integriert ist (Verdopplung der Fundmentalen in einem nichtlinearen Kristall (KDP)), erfolgt
die zweite Frequenzkonversion (SHG) der 532 nm Impulse in einem externen Kristall (BBO,
Dicke = 5mm, Θ = 47◦, Typ I). Die UV-Strahlung (266 nm) wird über eine Linse fokussiert
und durch ein Fenster auf die im FTIR befindliche Probe gelenkt. In den Experimenten
werden die UV-Impulse durch entsprechende Filtergläser abgeschwächt (Energie ∼ 200µJ)
und auf eine Fläche von etwa 1 cm2 am Probenort abgebildet2. Die Belichtung erfolgt mit einer
Repetitionsrate von 10 Hz.
Im dem Spektrometer-Aufbau sind auch temperaturstabilisierte und temperaturabhängige
IR-Messungen möglich. Dabei wird ein am BMO entwickelter temperierbarer Küvettenhalter
(Kupferblock) verwendet, der mit einem Temperierbad (Polystat cc3, Fa. Fisher Chemicals)
verbunden ist. Eine detaillierte Beschreibung zu Aufbau und Bestandteilen dieser Anordnung
findet sich in [Kol03]. Die Temperatur des Kupferblocks wird über einen Thermowiderstand
bestimmt. In den temperaturabhängigen Messungen wird die Temperatur über einen Zeitraum
von 30min linear von 295 K auf 309 K erhöht und alle 4 min ein Spektrum aufgezeichnet. Der
Temperatur-Unterschied zwischen dem Kupferblock und den Küvetten-Fenstern (Probe) im
thermischen Gleichgewicht wurde in einem unabhängigen Experiment bestimmt und muss
bei der Auswertung der Daten berücksichtigt werden. In erster Näherung ergibt sich für den
betrachteten Temperaturbereich eine lineare Abhängigkeit zwischen der Temperatur des Kup-
ferblocks und der eigentlichen Probentemperatur, die bei der angestrebten Temperaturerhöhung
von 295 auf 309 K (∆T = 14 ◦C) zu einem Unterschied von etwa 1 ◦C führt.
2Die Energiedichte ist dabei etwa einen Faktor 20 geringer als in den zeitaufgelösten Experimenten.
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In dieser Arbeit werden mit zeitaufgelöster IR-Spektroskopie photophysikalische und pho-
tochemische Prozesse in und zwischen DNA-Basen untersucht. Im Makromolekül DNA
(Doppelstrang mit gemischter Basensequenz) sind jedoch viele verschiedene Wechselwirkun-
gen zwischen den einzelnen Basen und der Umgebung zu berücksichtigen [Blo00], die eine
genaue Analyse und Zuordnung erschweren oder unmöglich machen. Aus diesem Grund ist
eine Reduktion auf definierte Modell-Systeme notwendig, an denen zum Beispiel der Einfluss
der Basen-Basen-Wechselwirkung im Detail untersucht werden kann. Im ersten Abschnitt
dieses Kapitels werden die zu diesem Zweck ausgewählten Modell-Systeme vorgestellt und die
Auswahlkriterien erläutert. Anschließend werden die spektroskopischen Eigenschaften dieser
Moleküle bestimmt und diskutiert. In stationären Belichtungsexperimenten wird schließlich
die spektrale Infrarot-Signatur von Thymin-Dimerschäden untersucht. Am Ende des Kapitels
werden die wesentlichen Ergebnisse im Hinblick auf die zeitaufgelösten IR-Experimente
zusammenfasst.
4.1 Die Modell-Systeme und das Lösungsmittel
In den zeitaufgelösten IR-Experimenten werden die in Abbildung 4.1 schematisch dargestell-
ten Mononukleotide untersucht. Neben den beiden Monomeren Thymidin-5’-Monophosphat
(TMP) und Adenosin-5’-Monophosphat (AMP) sind das einzelsträngige Thymin-Oligomer1
(dT)18 und das Adenin-Homopolymer poly(A) („polyadenylic acid“) dargestellt. Der Vergleich
zwischen Monomeren und Homo-Polymeren ermöglicht die Unterscheidung zwischen den
intrinsischen photophysikalischen Eigenschaften der Basen und Wechselwirkungen der Basen
im Einzelstrang. Im Folgenden werden die ausgewählten Moleküle kurz charakterisiert und
die Auswahlkriterien erläutert.
4.1.1 Thymin-Derivate: TMP und (dT)18
Eines der Hauptziele dieser Arbeit ist die zeitaufgelöste Bestimmung der Bildung von CPD-
Schäden („cyclobutan pyrimidine dimer“, CPD) zwischen Thymin-Basen. Zu diesem Zweck
werden zwei Thymin-Derivate, einMonomer und ein Oligomer untersucht. Das Oligo-Nukleotid
(dT)18 besteht aus 18 Thymindin-Nukleotiden von denen prinzipiell jede Thymin-Base nach
UV-Anregung zu einem Thymin-Dimer mit einer benachbarten Base reagieren kann. In ähnli-
chen Systemen (poly(dT) und (dT)20) wurden in der Vergangenheit die höchsten Quantenaus-
beuten (∼ 3%) für diese Photoreaktion in wässriger Lösung nachgewiesen [Tra69, Mar05].
Entsprechend ist auch in (dT)18 mit einer ähnlich „hohen“ Ausbeute an Photoschäden zu
1Oligo (griech.) = wenige; bezeichnet ein aus relativ wenigen Einheiten aufgebautes Molekül.
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung der Modell-Systeme. Die Verwendung von Monomeren und
Homo-Polymeren erlaubt einen Vergleich zwischen den intrinsischen Eigenschaften der Basen mit den
durch die Basen-Basen-Wechselwirkung im Strang möglichen Prozessen. An den Thymin-Derivaten
TMP und (dT)18 soll die Bildung von Thymin-Dimerschäden im Oligomer beobachtet werden. Das
Oligomer setzt sich dabei aus 18 Thymin-Basen zusammen, die über das Zuckerphosphat-Rückgrat
der DNA verknüpft sind. Ein Vergleich zwischen den RNA-Molekülen AMP und poly(A) erlaubt dagegen
eine detaillierte Untersuchung der durch die Stapelung von Adenin-Basen auftretenden Zustände.
Das Homopolymer poly(A) stellt ein Gemisch aus verschieden langen Adenin-Sequenzen dar, die
einen hohen Anteil gestapelt vorliegender Basen aufweisen. Eine ausführliche Beschreibung der
Auswahlkriterien findet sich im Text in den Abschnitten 4.1.1 und 4.1.2.
rechnen. Aus Studien zur Struktur von Thymin-Homopolymeren ist bekannt, dass die Thymin-
Basen in wässriger Lösung nur geringe Wechselwirkungen zeigen und einen geringen Anteil
gestapelt vorliegender Basen besitzen [Buh04]. Die Stränge sind sehr flexibel und nehmen eine
stark ungeordnete Struktur ein [Mil99,Mar01, Joh07]. Da bei einer geringen Wechselwirkung
der Basen zu erwarten ist, dass sich ein großer Anteil der Basen im Oligomer möglicher-
weise sehr ähnlich zum Monomer verhält, ist der direkte Vergleich mit den Eigenschaften
der einzelnen Bestandteile (TMP) dabei von besonderer Bedeutung. Entsprechend werden
die Experimente am Oligomer durch Messungen an TMP ergänzt, die die Untersuchung
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der photophysikalischen Prozesse im Monomer und einen Vergleich mit dem Einzelstrang
erlauben.
4.1.2 Adenin-Derivate: AMP und poly(A)
Adenin ist die zu Thymin komplementäre Base im DNA-Doppelstrang. Demnach bilden Experi-
mente an beiden DNA-Bausteinen die Grundlage für künftige Untersuchungen an komplexeren
doppelsträngigen DNA-Modellen. Da Adenin gleichzeitig zu den bisher am besten charakteri-
sierten DNA-Basen zählt, soll anhand des Adenin-Derivats AMP zunächst eine Zuordnung
der in den zeitaufgelösten Messungen auftretenden IR-Signaturen erfolgen. Zusätzlich sind in
dieser Arbeit die photophysikalischen Prozesse im Homopolymer poly(A) von Interesse. Im
Gegensatz zu den Thymin-Basen treten zwischen Adenin-Basen starke Wechselwirkungen auf
[Gup78,Mil99, Luo01], die in Adenin-Homopolymeren zu einem hohen Anteil (65 - 80%)
gestapelter Basen führen [Dew79, Jol85]. Experimente mit zeitaufgelöster Absorptions- und
Fluoreszenz-Spektroskopie an den Adenin-Homopolymeren poly(A) und poly(dA) konnten
zeigen, dass Wechselwirkungen zwischen den Adenin-Basen die möglichen Desaktivierungs-
Pfade nach Photoanregung verändern können [CH05, Kwo06]. Diese Basen-Wechselwirkung
treten auch in der DNA-Doppelhelix auf und sind deshalb von großer Relevanz. Die hier
getroffen Wahl von RNA- anstatt DNA-Molekülen hat mit der Photostabilität der Moleküle
zu tun. Während im Desoxy-Nukleotid poly(dA) unter UV-Belichtung die Bildung von Pho-
toprodukten zwischen Adenin-Basen nachgewiesen werden konnte [Poe73, Cli97, Wan01],
gilt das Ribo-Nukleotid poly(A) als chemisch inert gegenüber UV-Strahlung [Cli97]. Bei der
Interpretation der Daten müssen entsprechend keine Photoprodukte zwischen Adenin-Basen
berücksichtigt werden, die auch in der DNA-Doppelhelix nicht von Bedeutung sind.
4.1.3 Wahl des Lösungsmittels
Bei der Wahl des Lösungsmittels für die Moleküle sind einige Punkte zu beachten. So ist neben
der biologischen Relevanz auch eine ausreichend hohe Löslichkeit der Moleküle wichtig. Oft
entscheiden in der IR-Spektroskopie jedoch die Absorptionseigenschaften über dessen Eignung.
Zum Beispiel besitzt H2O im infraroten Spektralbereich eine starke Absorptionsbande bei
etwa 1650 cm−1, die einer Biege-Schwingung des Moleküls zugeordnet wird [Lib94]. Diese
verursacht selbst bei Schichtdicken kleiner 10µm eine Absorption größer eins und macht eine
Untersuchung der Proben in diesem Spektralbereich bei geplanten Schichtdicken von etwa
100µm unmöglich. Diese Schichtdicke ist jedoch nötig, damit bei sinnvollen Konzentrationen—
im Bereich kleiner 10mM (bezogen auf die Basen) — gearbeitet werden kann und gleichzeitig
eine messbare Absorption der Nukleinsäuren auftritt. Abhilfe bietet hier die Verwendung von
schwerem Wasser (D2O). In D2O ist die oben angesprochene Schwingungsmode aufgrund
des Isotopie-Effekts zu kleineren Wellenzahlen verschoben und tritt bei etwa 1210 cm−1 auf.
Dadurch wird der hier interessierende Spektralbereich zwischen 1300 und 2000 cm−1, auch
bei den gewählten Schichtdicken, experimentell zugänglich [Mar91].
Für die Experimente werden die Moleküle in einer D2O-Pufferlösung mit einem definierten
pH-Wert pH = 7 gelöst2. Bei diesem pH-Wert sind die Phosphatgruppen der Nukleinsäuren
2Kaliumphosphat-Puffer (50mM), aus Kalium-Dihydrogenphosphat (KH2PO4) und Di-Natrium-
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deprotoniert. Entsprechend sind die Monomere in Lösung zweifach negativ geladen, während in
den Polymeren durch die Verknüpfung über die Phosphatgruppen jedes Nukleotid mit nur einer
negativen Ladung zur Gesamtladung beiträgt. Die Verwendung von D2O als Lösungsmittel
führt beim Auflösen der in Abbildung 4.1 gezeigten Nukleinsäuren zu einem Effekt, der bei
der Bandenzuordnung im infraroten Spektralbereich berücksichtigt werden muss. Die Nuklein-
Basen besitzen Wasserstoffatome in Amino- und Imino-Gruppen (NH2-, NH-), die sehr schnell
(im Millisekundenbereich) gegen Deuteriumatome des Lösungsmittels austauschen [Blo00].
Die dadurch veränderten Massen führen zu Änderungen der Schwingungsfrequenzen [Gue96].
Während im Lösungsmittel H2O die NH2- und NH- Biegeschwingungen zwischen 1700 und
1500 cm−1 liegen, treten die entsprechenden Schwingungsbanden der ND2- und ND-Gruppen
im niederfrequenten Bereich zwischen 1200 und 1000 cm−1 auf [Leea]. Diese Verschiebungen
müssen beim Vergleich mit Literaturangaben, die sich auf Ergebnisse in H2O, Kristallen oder
KBr-Matrizen beziehen in denen keine Deuterierung vorliegt, berücksichtigt werden.
4.2 Stationäre Absorptionseigenschaften
Während die Absorptions-Spektroskopie im ultravioletten Spektralbereich (UV) Informatio-
nen zu den elektronischen Übergangen und Zuständen der Nukleinsäuren liefert, gibt die
Absorptions-Spektroskopie im infraroten Spektralbereich (IR) Auskunft über die in den Mo-
lekülen auftretenden Schwingungsmoden. Die Informationen, die sich aus den stationären
Absorptionsspektren in beiden Spektralbereichen ergeben, sind für die Planung, Durchführung
und Interpretation der im nächsten Kapitel beschriebenen zeitaufgelösten Experimente von
entscheidender Bedeutung. Die Diskussion der Absorptionseigenschaften erfolgt durch den
Vergleich der Extinktionskoeffizienten der jeweiligen Moleküle bezogen auf eine Base. Der
molare dekadische Extinktionskoeffizient  ist eine von der Konzentration unabhängige Größe
und bestimmt, gemäß dem Lambert-Beerschen Gesetz (A =  · c · d) bei bekannter Schichtdicke
d und Konzentration c, die in den stationären Messungen erhaltene Absorption A.
Im betrachteten UV-Bereich (230 - 320 nm) wird die Absorption durch die elektronischen
Übergänge der Basen bestimmt. Eine deutliche Absorption durch die Zucker- und Phosphat-
Gruppen tritt erst für Wellenlängen kleiner 200 nm auf. Die angegebenen Extinktionskoeffizien-
ten im UV-Bereich beziehen sich auf Literaturangaben und werden in Anhang D diskutiert. Im
IR-Spektralbereich zwischen 1300 und 2000 cm−1 treten eine Reihe von Schwingungsmoden
auf, die zu einem Großteil auf die Basen lokalisiert sind. Zum Teil koppeln die Schwingungs-
moden der Basen jedoch auch an die Zuckerphosphat-Gruppe, was die genaue Zuordnung
erheblich erschwert. Die im Folgenden gezeigten Infrarot-Absorptionsspektren der Nukle-
insäuren sind auf die Lösungsmittelabsorption und den Beitrag durch HDO-Moleküle, die
bei der Deuterierung der Moleküle entstehen und zu einer Absorptionsbande um 1450 cm−1
führen, korrigiert. Eine detaillierte Beschreibung dieser Korrektur enthält Anhang B. Die
wichtigsten spektroskopischen Eigenschaften und die für die zeitaufgelösten Messungen wich-
tigen experimentellen Parameter im UV-Bereich sind am Ende dieses Kapitels in Tabelle 4.3
zusammengefasst.
Hydrogenphosphat (Na2HPO4).
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4.2.1 AMP und poly(A): Absorptionseigenschaften
Im Folgenden werden zunächst die UV- und anschließend die IR-Absorptionseigenschaften
der Adenin-Derivate AMP und poly(A) beschrieben und kurz diskutiert.
AMP und poly(A): UV-Absorption
In Abbildung 4.2 sind die Absorptionseigenschaften von AMP und poly(A) im UV-Bereich
zwischen 230 und 320 nm dargestellt. In beiden Molekülen zeigt sich eine breite unstrukturierte
Absorptionsbande mit einem Maximum nahe 260 nm. Beim direkten Vergleich der beiden
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Abb. 4.2: UV-Absorptionsspektren der Adenin-Derivate AMP und poly(A) dargestellt durch den
Extinktionskoeffizienten pro Base. Die gestrichelte Linie kennzeichnet die Position der Anregungs-
Wellenlänge in den zeitaufgelösten Anreg-Abtast-Experimenten.
Moleküle sind deutliche Unterschiede sichtbar. Zum einen ist die maximale Absorption im
Monomer AMP deutlich größer, zum anderen besitzt das Homopolymer poly(A) einen Ausläu-
fer im langwelligen Bereich des Spektrums, der zu einer höheren Absorption für Wellenlängen
größer 280 nm führt. Dabei liegen die Positionen der Absorptionsmaxima von AMP (259 nm)
und poly(A) (256 nm) lediglich um 3 nm auseinander.
Die Absorptionsspektren stimmen sehr gut mit den Literaturangaben zu diesen Molekülen
überein [Voe63, Cal83, Bou02]. Als Ursache für die starke Absorptionsbande um 260 nm
werden für Adenin drei elektronische Übergänge diskutiert. Zwei 1pipi*-Übergänge und ein
Übergang mit 1npi*-Charakter. Eine gute Übersicht zu den theoretischen Vorhersagen in Be-
zug auf die Reihenfolge und die Oszillatorenstärke der Zustände findet sich zum Beispiel
in [CH04a]. Obwohl sich die theoretischen Vorhersagen sowohl in Bezug auf die absoluten
Energien als auch in der Reihenfolge der Übergänge zum Teil deutlich unterscheiden, ist
Konsens, dass der 1npi*-Zustand nur eine sehr geringe Oszillatorenstärke besitzt und kaum zum
Absorptionsspektrum beiträgt. Für die beobachtete Absorption sind die relativ nahe beieinander
liegenden 1pipi*-Übergänge (∆E ∼ 0, 2 eV) verantwortlich. Wie aus dem unstrukturierten Ab-
sorptionsspektrum zu erwarten, besitzt dabei einer der 1pipi*-Übergänge eine deutlich größere
Oszillatorenstärke und bestimmt im Wesentlichen die Absorption. Eine gute Darstellung zur
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räumlichen Ausrichtung der Übergangsdipolmomente der 1pipi*-Übergänge in Adenin findet
sich zum Beispiel in [Blo00].
Der Übergang vom Monomer zum Homopolymer führt zu einer starken Erniedrigung der
Absorption im Bereich des Absorptionsmaximums. Dieser Effekt wird als Hypochromie
bezeichnet und wurde bereits in Kapitel 2.3.2 kurz angesprochen. Er lässt sich auf Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen zwischen den Übergangsdipolmomenten der Basen zurückführen
[Tin60, Can80a] und wird zum Beispiel in [Blo00] sehr anschaulich erklärt. Ein Maß für die
Extinktionserniedrigung ist die Hypochromizität h, die sich für ein Homopolymer mit N an
der Wechselwirkung beteiligten Basen [Blo00] durch
h =
Monomer − N-mer
Monomer
(4.1)
definiert. Berechnet man diesen Wert für die hier untersuchten Moleküle bei einer Wellenlänge
von 256 nm, so ergibt sich eine Hypochromizität von etwa 30%. Dieser Wert stimmt sehr
gut mit den Angaben in [App66, Blo00] für die Hypochromie in Adenin Homo-Polymeren
überein und ist ein Ausdruck des hohen Anteils (65%) gestapelt vorliegender Adenin-Basen
in der poly(A)-Helix [Dew79]. Der Einfluss dieser Basen-Basen-Wechselwirkung auf die
elektronischen Zustände wurde kürzlich in einer theoretischen Studie mit quantenchemischen
Rechnungen untersucht [San07]. Dabei konnte beim Vergleich von Adenin-Derivaten, die
einzeln oder gestapelt vorliegen, sowohl die Hypchromie und leichte Blauverschiebung des
Absorptionsmaximums als auch die Rotverschiebung und Ausdehnung der niederfrequenten
Flanke mit der Stapelung der Basen nachvollzogen werden.
AMP und poly(A): IR-Absorption
Die Infrarot-Absorptionseigenschaften von AMP und poly(A) sind in Abbildung 4.3 zusammen
mit einer schematischen Darstellung eines im Lösungsmittel D2O deuterierten AMP-Moleküls
zu sehen. In der Pufferlösung (pH = 7) sind die Phosphatgruppen der Mono-Nukleotide
deprotoniert und tragen eine zweifach positive Ladung. Im Homopolymer trägt durch die
Verknüpfung über das Phosphatrückgrat (siehe Abbildung 4.1) jede Einheit mit nur einer
positiven Ladung zur Gesamtladung bei. Bei den verwendeten Konzentrationen liegen die
Amino-Gruppe der Base ebenso wie die Hydroxy-Gruppen des Zuckers deuteriert vor [Leea].
Beide Moleküle zeigen in den Spektren eine starke Absorptionsbande um 1625 cm−1 und
eine Reihe schwächerer Banden zu kleineren Wellenzahlen. Da in den zeitaufgelösten Ex-
perimenten nur die beiden hochfrequenten Moden um 1625 cm−1 und 1580 cm−1 im Detail
untersucht werden, wird im Folgenden auf eine Zuordnung der niederfrequenten Moden im
Fingerprint-Bereich des Spektrums verzichtet. Ausführliche Bandenzuordnungen für diesen
Bereich finden sich zum Beispiel in [Bai97, Ban03]. Die Positionen der Absorptionsmaxima
und die Zuordnung der Schwingungsmoden für die beiden hochfrequenten Banden sind in
Tabelle 4.1 angegeben. Die beiden Schwingungsmoden um 1625 cm−1 und 1580 cm−1 sind im
Wesentlichen auf den Adenin-Basen lokalisiert. Während an der intensiveren Bande Streck-
schwingungen im Bereich der C=N und der C=C Doppelbindungen beteiligt sind, beinhaltet
die Bande um 1580 cm−1 Schwingungsbewegungen im Bereich der C4=C5 Doppel- und der
C5-C6 Einfach-Bindung [Let87, Bai97, Ban03, Leea]. Vergleicht man die IR-Spektren von
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Abb. 4.3: IR-Absorptionsspektren der Adenin-Derivate AMP und poly(A), dargestellt durch den
Extinktionskoeffizienten pro Base. Das Molekülschema zeigt ein AMP-Molekül das im Lösungsmittel
D2O bei pH = 7 deuteriert und protoniert vorliegt.
AMP poly(A) Bandenzuordnung Referenz
1624 1628 C=N, C=C [Ban:03, Let:87]
1577 1573 C4=C5, C5-C6 [Ban:03, Let:87]
Tabelle 4.1: Zuordnung der Schwingungsmoden für AMP und poly(A) im Bereich der Streckschwin-
gungen zwischen 1700 und 1550 cm−1.
AMP und poly(A), zeigt sich ein deutlicher Absorptionsunterschied. Zum einen ist die Absorp-
tion von poly(A) pro Base im Bereich der Doppelbindungs-Schwingungen deutlich geringer.
Zum anderen zeigt sich ein Unterschied in der spektralen Position der Absorptionsmaxima.
Eine Erklärung für diesen Effekt liefert ein Vergleich des IR-Spektrums von AMP mit Adenin
enthaltenden Dinukleotiden in [Mae80]. Auch in den Dinukleotiden zeigt sich eine Reduktion
und Verschiebung der Infrarot-Absorption, die auf Wechselwirkungen zwischen den aromati-
schen und zu einem Teil gestapelt vorliegenden Basen beruht. Die Wechselwirkung der Basen
und hohe Ordnung der poly(A)-Helix ist demnach auch in der IR-Absorption sichtbar.
4.2.2 TMP und (dT)18: Absorptionseigenschaften
Im Folgenden werden die UV- und IR-Absorptionseigenschaften der beiden Thymin-Derivate
TMP und (dT)18 beschrieben und diskutiert.
TMP und (dT)18: UV-Absorption
Die UV-Absorptionsspektren von TMP und (dT)18 sind in Abbildung 4.4 dargestellt. Aufgetra-
gen sind die Extinktionskoeffizienten pro Base zwischen 230 und 320 nm. Beide Moleküle
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Abb. 4.4: UV-Absorptionsspektren von TMP und (dT)18, dargestellt durch den Extinktionskoeffizienten
pro Base. Die vertikale gestrichelte Linie markiert die Anregungs-Wellenlänge in den zeitaufgelösten
Anreg-Abtast-Experimenten.
zeigen eine breite unstrukturierte Absorptionsbande mit einem Maximum der Absorption
bei etwa 266 nm. In TMP liegt das Maximum bei 267 nm, in (dT)18 bei 265 nm. In beiden
Molekülen wird die breite Absorptionsbande in diesem Spektralbereich durch die Thymin-
Basen verursacht, die einen 1pipi*-Übergang mit relativ großer Oszillatorenstärke besitzen. Ein
1npi*-Übergang wird in der Nähe des 1pipi*-Übergangs vermutet [CH04a, Gus06]. Allerdings
besitzt dieser nur eine sehr geringe Oszillatorenstärke und ist in den Spektren nicht eindeutig
zu identifizieren. Bei der Absorption von UV-Impulsen bei etwa 270 nm kann er vernachlässigt
werden.
Der Übergang vom Monomer TMP zum Oligomer (dT)18 führt zu einer Erniedrigung der
Extinktion am Absorptionsmaximum von etwa 10% (Hypochromie). Die hier beobachtete
Extinktionserniedrigung ist damit deutlich geringer als beim Vergleich der Adenin-Derivate
und weist auf eine wesentlich geringere Wechselwirkung zwischen den Thymin-Basen hin.
Dies wird durch Experimente und quantenmechanische Rechnungen bestätigt, die für Thymin-
Homopolymere geringe Wechselwirkungen zwischen den Basen und nur einen geringen Anteil
gut gestapelt vorliegender Basen angeben [Mil99, Mar01].
TMP und (dT)18: IR-Absorption
Die IR-Absorptionseigenschaften von TMP und (dT)18 zwischen 1800 und 1300 cm−1 sind
in Abbildung 4.5 zusammen mit einer schematischen Darstellung für ein TMP-Molekül, dass
im Lösungsmittel D2O bei pH = 7 protoniert und deuteriert vorliegt, gezeigt. Sowohl das
Wasserstoffatom am N3-Stickstoffatom als auch die Wasserstoffatome der Hydroxy-Gruppe
des Zuckers sind im Lösungsmittel D2O durch Deuteriumatome ersetzt [Ban03, Leea]. In der
D2O-Pufferlösung ist die Phosphatgruppe deprotoniert und das TMP-Molekül zweifach negativ
geladen [Blo00]. Im Oligomer trägt entsprechend der Verknüpfung über das Phosphat-Rückgrat
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(siehe Abbildung 4.1) jede Einheit mit nur einer negativen Ladung zur Gesamtladung bei.
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Abb. 4.5: IR-Absorptionsspektren der Thymin-Derivate TMP und (dT)18, dargestellt durch den Ex-
tinktionskoeffizienten pro Base. Das Molekülschema zeigt ein deuteriertes TMP-Molekül wie es im
Lösungsmittel D2O bei pH = 7 vorliegt.
Die Positionen der Schwingungsbanden und ihre Zuordnung sind in Tabelle 4.2 zusammen-
gestellt. Im Spektralbereich oberhalb von 1500 cm−1 sind in beiden Molekülen drei Banden zu
erkennen. Eine Bande zeigt sich als Schulter um 1685 cm−1, zwei weitere Schwingungsbanden
liegen um 1660 und 1630 cm−1. Diese Absorptionsbanden werden durch Streckschwingungen
im Bereich der C2=O2, C4=O4 und C5=C6 Doppelbindungen in den Thymin-Basen hervorge-
rufen [Let87, Ban03]. Im Vergleich zum Monomer TMP sind im Oligomer (dT)18 die Maxima
dieser Absorptionsbanden in diesem Bereich zu etwas größeren Wellenzahlen verschoben.
Zwischen 1500 und 1300 cm−1 liegt eine Reihe schwächerer Absorptionsbanden. Eine genaue
TMP (dT)18 Bandenzuordnung Referenz
1681 1693 C2=O, C4=O4 [Let87]
1661 1664 C4=O4, C2=O2, C5=C6 [Let87]
1630 1632 C5=C6, C4=O4, Ringschwingung [Let87, Ban03]
1481 1479 C4-C5, N1-C2 * [Let87]
1376 1376 CH3 - sym., C2-N3,C5-CH3, N1-C6 [Let87]
1327 1327 HC2'H, C4'-O1', C4'-C5', C2'-endo/anti * [Let87, Ban03]
1308 1306 CN3H Biegeschwingung, C2'-endo/anti * [Let87, Ban03]
Tabelle 4.2: Zuordnung der Schwingungsmoden für TMP und (dT)18. Atome des Zuckers sind durch
einen Apostroph (’) gekennzeichnet. Die Angaben für die mit einem Stern (*) versehenen Zuordnungen
sind in der Literatur nicht eindeutig.
Zuordnung dieser Banden ist aufgrund ihrer stark delokalisierten Schwingungsmoden, zu
denen zum Teil auch die Atome des Zuckers beitragen, schwierig. In der Literatur gibt es
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dabei erhebliche Unterschiede bei der Zuordnung. Gegenstand der Diskussion ist vor allem die
Bande bei 1480 cm−1. Diese Bande tritt auch im Absorptionsspektrum von Thymin auf und
scheint deshalb im Wesentlichen auf der Base lokalisiert zu sein. In [Aid96, Aam97] wird sie
einer CH3-Deformations-Schwingung der Thymin-Base zugeordnet. Jedoch wurde in einer
Studie mit Isotopen-Markierung an der CH3-Gruppe [Zha98] kein entsprechender Effekt auf
die Lage dieser Absorption gefunden. Stattdessen wird eine Ring-Schwingung der Base als
Ursache für diese Bande diskutiert. Diese Zuordnung deckt sich auch mit den Angaben zu
deuteriertem Thymidin in [Let87]. Die Banden bei Frequenzen kleiner 1330 cm−1 beinhal-
ten Schwingungsanteile der Zuckerkomponenten und sind sensitiv auf dessen Konformation
(vergleiche Abschnitt 2.1.2) [Let87, Ban03].
Beim Vergleich der Absorptionseigenschaften von TMP und (dT)18 fällt auf, dass sich
die beiden Moleküle vor allem im Bereich der Doppelbindungs-Schwingungen unterschie-
den. Im Oligomer liegen die Absorptionsmaxima etwas höherfrequent und die Schulter um
1693 cm−1 ist im Gegensatz zu TMP wesentlich stärker ausgeprägt. Gleichzeitig ist die Intensi-
tät der Schwingungsbande um 1630 cm−1 deutlich geringer. Offenbar sind die hochfrequenten
Carbonyl- und Doppelbindungs-Schwingungen Schwingungsmoden sehr sensitiv auf die Um-
gebung im Oligomer. Dagegen gibt es eine sehr hohe Übereinstimmung zwischen den beiden
Molekülen im niederfrequenten Fingerprint-Bereich zwischen 1500 und 1300 cm−1. Diese
Eigenschaft erlaubt einen direkten Vergleich dieses Spektralbereichs in den zeitaufgelösten
Experimenten.
4.3 Stationäre Belichtungsexperimente
Im diesem Abschnitt wird die Auswirkung von UV-Strahlung auf das IR-Absorptionsspektrum
mehrerer Modell-Substanzen untersucht. Dazu werden die Moleküle mit UV-Strahlung der
Wellenlänge 266 nm belichtet, und die Infrarot-Absorption in Abhängigkeit von der Belich-
tungsdauer aufgezeichnet. Eine ausführliche Beschreibung des experimentellen Aufbaus und
der Messparameter findet sich in Abschnitt 3.5. Während in (dT)18 mit der Bildung von
Photoschäden zu rechnen ist, sollten in dem photostabilen Adenin-Homopolymer poly(A)
keine Veränderungen auftreten. Tatsächlich konnten für poly(A) im Rahmen der Messun-
genauigkeiten keine Absorptionsänderungen nachgewiesen werden. Dagegen sind in (dT)18
bei vergleichbaren Strahlungsdosen deutliche Veränderungen in der IR-Absorption sichtbar.
Die experimentellen Ergebnisse an drei Thymin-Derivaten werden im folgenden Abschnitt
vorgestellt.
4.3.1 Thymin-Derivate: IR-Signatur von Photoprodukten
In den Belichtungsexperimenten wird die Auswirkung von UV-Strahlung auf die IR-Absorption
von (dT)18 und TMP sowie einem Thymidin-Dinukleotid (TpT) untersucht. Die Proben besitzen
eine Konzentration von etwa 10mM bezogen auf die Thymin-Basen und eine Schichtdicke
von etwa 90µm. Abbildung 4.6 zeigt die IR-Absorptionsspektren in Abhängigkeit von der
Belichtungsdauer und die aus der Subtraktion der Ausgangs-Spektren von den Spektren nach
einer bestimmten Belichtungsdauer ∆t resultierenden Differenzspektren. Die Beobachtungen
lassen sich wie folgt zusammenfassen:
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Abb. 4.6: Absorptions- und Differenz-Spektren für (dT)18, TpT und TMP in Abhängigkeit von der
Strahlungsdosis. Die Belichtung erfolgt bei einer Wellenlänge von 266 nm mit einer Strahlungsintensität
von I0 ∼ 2 mW/cm2 bzw. 4·I0. An allen drei Thymin-Derivaten zeigen sich spektrale Änderungen, die auf
die Bildung ähnlicher Photoprodukte hinweisen. Die gestrichelt eingezeichneten Linien in den Spektren
von (dT)18 und TpT kennzeichnen die Position für die in Abbildung 4.7 dargestellten Zeitverläufe.
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(i) In (dT)18 zeigt sich bereits nach einer kurzen Belichtungsdauer von 60 s mit einer Strah-
lungsintensität von I0 = 2mW/cm2 eine deutliche Abnahme der Absorption im Bereich der
hochfrequenten C=C und C=O Doppelbindungen. Am stärksten sind die Absorptionsänderun-
gen um 1630 cm−1. Dieser Spektralbereich ist mit der C5=C6 Doppelbindung verknüpft, und
die Abnahme deutet auf ein Verschwinden dieser Bande hin. Zusätzlich entstehen mit zuneh-
mender Belichtungsdauer und Strahlungsdosis neue Banden im Fingerprint-Bereich zwischen
1500 und 1300 cm−1. Die Maxima dieser Banden liegen bei 1465, 1402 und 1320 cm−1.
(ii) Bei der Belichtung von TpT findet man ebenfalls deutliche Absorptionsänderungen.
Die spektrale Signatur dieser Änderungen stimmt gut mit den Änderungen in (dT)18 überein.
Zudem erfolgen die Absorptionsänderungen auf einer zu (dT)18 vergleichbaren Zeitskala.
(iii) Auch bei der Belichtung von TMP treten mit zunehmender Strahlungsdosis Absorpti-
onsänderungen auf, die an sehr ähnlichen Spektralpositionen wie in (dT)18 und TpT liegen.
Allerdings sind die Amplituden für diese Absorptionsänderungen bei vergleichbaren Belich-
tungsdauern etwa einen Faktor 20 geringer.
Die Übereinstimmung in den spektralen Positionen der Absorptionsänderungen zeigen, dass
in allen drei Proben durch die UV-Strahlung Photoreaktionen induziert werden, die offenbar zu
denselben Photoprodukten führen. Nimmt man an, dass es sich dabei um eine bi-molekulare
Photoreaktion handelt, müssen zwei Bedingungen erfüllt sein: (i) Zwei Moleküle müssen sich
in der Lösung so nahe kommen, dass eine Reaktion möglich ist. (ii) Eines der Moleküle muss
in einem reaktiven Zustand sein, der die Reaktion ermöglicht.
Der große Unterschied zwischen den Oligomeren (dT)18 und TpT einerseits und dem
Monomer TMP andererseits lässt sich wie folgt erklären: Wird ein TMP-Molekül angeregt,
ist eine Reaktion mit einem weiteren TMP-Molekül durch die Lebensdauer des angeregten
Zustands und die Wahrscheinlichkeit für einen Kontakt mit einem zweiten TMP-Molekül
limitiert. Für TMP-Moleküle in Lösung sind demnach drei Mechanismen denkbar [Fis70]:
1. diffusionskontrollierte Reaktion zwischen einem Molekül im Grundzustand und einem
Molekül in einem angeregten Singulett-Zustand;
2. diffusionskontrollierte Reaktion zwischen einem Molekül im Grundzustand und einem
Molekül in einem angeregten Triplett-Zustand;
3. Photoreaktion in einem Aggregat aus zwei oder mehr TMP-Molekülen.
Aufgrund der geringen Konzentration (< 0,01M) und den aus zeitaufgelösten Experimenten
bekannten kurzen Lebensdauern von Singulett-Zuständen (τ < 10−12 s) ist eine diffusionslimi-
tierte Reaktion über einen angeregten Singulett-Zustand äußerst unwahrscheinlich. Typische
Diffusionskonstanten (D) für Flüssigkeiten liegen bei Raumtemperatur etwa bei 10−10m2/s.
Daraus ergibt sich eine Diffusionslänge (L = (D · τ)1/2) von lediglich 10−11m für die kurzle-
bigen Singulett-Zustände. Diese Wegstrecke — unterhalb einer atomaren Bindungslänge —
steht einem mittleren Abstand von etwa 2 · 10−7m bei einer isotropen Verteilung der Moleküle
gegenüber. Entsprechend sind innerhalb der Singulett-Lebensdauer keine Stoßprozesse und
Photoreaktionen zu erwarten. Die geringen Wechselwirkungen zwischen den Thymin-Basen
lassen bei den verwendeten Konzentrationen zudem nur einen sehr geringen Anteil an Thymin-
Aggregaten erwarten [Sol68]. Mit diesen Überlegungen und der Tatsache, dass die Rate für
Thymin-Basen in Lösung durch Triplett-Löscher wie Sauerstoff beeinflusst werden kann, wird
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für die zwischen TMP-Molekülen in Lösung beobachteten Photoreaktionen eine diffusionsli-
mitierte Reaktion über einen langlebigen Triplett-Zustand (Lebensdauer im Bereich von 10−6
Sekunden) postuliert [Fis70]. Diese Reaktionen sind jedoch aufgrund der geringen Besetzung
von Triplett-Zuständen (∼ 1-2%) und dem auf etwa 4 ns beschränkten Messbereich in den
zeitaufgelösten Messungen nicht von Bedeutung. Dagegen befinden sich im Oligomer (dT)18
und dem Dinukleotid TpT einzelne Basen bereits in unmittelbarer Nähe zu den Reaktions-
partnern. In diesem Fall sind die Photoreaktionen nicht mehr diffusionslimitiert und dadurch,
wie in den Experimenten beobachtet, wesentlich höhere Reaktionsraten möglich. Jetzt können
sowohl ein kurzlebiger Singulett- als auch ein langlebiger Triplett-Zustand als Intermediate für
eine Photoreaktion dienen [Eis67].
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Abb. 4.7: Vergleich der Absorptionsänderungen unter UV-Belichtung für (dT)18 und TpT bei einer
Wellenzahl von 1402 cm−1. Das Inset zeigt die initialen Absorptionsänderungen, deren Steigung ein
Maß für die Quantenausbeute der Photoreaktion ist.
Vergleicht man die Raten zwischen TpT und (dT)18 genauer, zeigt sich dennoch ein deutlicher
Unterschied. In Abbildung 4.7 sind die Absorptionsänderungen für TpT und (dT)18 bei einer
Wellenzahl von 1402 cm−1 in Abhängigkeit von der Belichtungsdauer aufgetragen. Nach
einem zunächst steilen Anstieg tritt in (dT)18 nach einer Belichtungsdauer von etwa 600 s eine
Sättigung auf, die auf das Erreichen eines photostationären Gleichgewichts hinweist. In TpT
ist die Steigung deutlich geringer und die nach 1500 s erreichte Absorptionsänderung, die noch
nicht in eine Sättigung übergegangen ist, größer. Für eine Erklärung dieser Beobachtung sind
zwei Punkte wichtig. Zum einen kann sich bei reversiblen Photoreaktionen ein Gleichgewicht
in Abhängigkeit von der Anregungswellenlänge und der jeweiligen Absorptionseigenschaften
einstellen. Zum anderen können sterische Einschränkungen und fehlende Partner dazu führen,
dass nicht alle Thymin-Basen an einer Reaktion teilnehmen können. Zum Beispiel können in
(dT)18 nach einer Anhäufung von Photoschäden — an denen jeweils zwei Basen beteiligt sind
— bei einer statistischen Verteilung im Einzelstrang nicht alle Basen an einem Photoschaden
beteiligt sein [Dee63]. Da diese Einschränkung im Fall des Dinukleotids TpT wegfällt (mit der
Ausnahme für Reaktionen zwischen zwei TpT-Molekülen) ist in dieser Probe wie beobachtet
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mit einem höheren Anteil an Photoprodukten im stationären Gleichgewicht zu rechnen.
Ein Vergleich der Quantenausbeuten für beide Systeme ist durch den Vergleich der initialen
Steigung der Absorptionsänderungen möglich. Für kleine Strahlendosen und kurze Belich-
tungsdauern (t→ 0) ist die initiale Steigung der Konzentrationsänderung (cp) der Produkte
bzw. die Absorptionsänderung (Ap) (siehe Inset in Abbildung 4.7) direkt proportional zur
Quantenausbeute Φ der Photoreaktion [Dee63, Fis70]:
dcp
dt
∼ dAp
dt
∼ Φ · I0 für t→ 0. (4.2)
Mit exakten Angaben zu den verwendeten Konzentrationen und den Extinktionskoeffizienten
lassen sich prinzipiell, wie in [Joh62] detailliert beschrieben, die Quantenausbeute für Photore-
aktionen unter UV-Belichtung berechnen. An dieser Stelle ist jedoch nur das Verhältnis der
Quantenausbeute zwischen TpT und (dT)18 von Interesse, das sich direkt aus einem Vergleich
der beiden Steigungen in Abbildung 4.7 ergibt. Dabei zeigt sich, dass die Quantenausbeute der
Photoreaktion in TpT etwa einen Faktor zwei geringer ist als in (dT)18. Dieser Unterschied
lässt sich in einem einfachen Modell für eine bi-molekulare Photoreaktion erklären [Dee63].
Während, abgesehen von den End-Basen des 18-mers, allen Thymin-Basen im (dT)18-Strang
nach UV-Anregung jeweils zwei Reaktionspartner zur Verfügung stehen, ist in TpT nach
UV-Anregung nur ein potentieller Reaktionspartner vorhanden. Das hier bestimmte Verhältnis
der Ausbeuten (2:1) ist in sehr guter Übereinstimmung mit den Angaben in [Mar05] für die Bil-
dung von CPD-Photoschäden in poly(dT)20 und TpT und lässt vermuten, dass die beobachteten
Absorptionsänderungen auf die Bildung dieser Photoschäden zurückzuführen sind.
4.3.2 Thymin-Dimere: Identifizierung und spektrale
Charakterisierung
Die stationären Belichtungsexperimente des letzten Abschnitts haben gezeigt, dass es in (dT)18
nach UV-Bestrahlung zu Photoreaktionen kommt, die zur Bildung eines oder mehrerer Photo-
produkte führen. Sowohl die geringen Schadensraten bei der Belichtung von TMP, als auch das
Verhältnis der Quantenausbeuten zwischen TpT und (dT)18 deuten dabei auf eine bi-molekulare
Photoreaktion hin. Gleichzeitig weisen die damit verbundenen starken Absorptionsänderungen
im Bereich der C5=C6 Doppelbindung der Thymin-Basen auf strukturelle Veränderungen in
diesem Bereich hin. Alle diese Beobachtungen ließen sich mit der Annahme einer Bildung
von Thymin-Dimerschäden erklären. In diesem Fall könnten die beobachteten Absorptionsän-
derungen und die daraus bestimmten Differenzspektren als Nachweis für die Bildung dieses
Photoprodukts in den zeitaufgelösten IR-Messungen verwendet werden. Allerdings gibt es für
diese Schäden bisher keine Bandenzuordnung für den infraroten Spektralbereich. Aus diesem
Grund wird für die Identifizierung und Zuordnung der beobachteten Absorptionsänderun-
gen ein Vergleich der IR-Absorptionsspektren und der beobachteten Absorptionsänderungen
mit den Spektren von Modell-Substanzen durchgeführt und obige Annahme experimentell
überprüft.
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Dimer-Modell-Substanzen
Die für diesen Zweck ausgewählten Moleküle und deren IR-Absorptionsspektren sind in Abbil-
dung 4.8 dargestellt. Die Spektren gehören zu zwei Photodimeren, die als Modell-Systeme für
CPD-Schäden eingesetzt werden3. Die Moleküle stellen Thymidin-Dimere dar, deren Zucker
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Abb. 4.8: Stationäre IR-Absorptionsspektren der schematisch dargestellten Modell-Dimere csDMC
und tsDMC. Die Unsicherheit bei der Angabe der Extinktionskoeffizienten beträgt etwa 20 %. Im
Lösungsmittel D2O sind die Amino- und die Hydroxy-Gruppen der Moleküle durch Deuteriumatome
ersetzt. Diese Modifikation wurde in der Darstellung nicht berücksichtigt.
über ein Formacetal (-CH2-) anstelle einer Phosphodiester-Gruppe miteinander verbunden sind.
Sie werden deshalb auch als „Phosphodiester-Analog“ bezeichnet. In NMR-Experimenten
(„nuclear magnetic resonance“, NMR)4 konnte gezeigt werden, dass der Ersatz des Phospho-
diesters nur zu geringen strukturellen Änderungen im Vergleich zu „nativen“ Dimer-Strukturen
in der DNA führt [Vea93]. Diese Modell-Dimere lassen sich gezielt in DNA-Stränge integrieren
und ermöglichen zum Beispiel die Untersuchung von DNA-Protein-Wechselwirkungen (siehe
Abschnitt 2.2.4 zu DNA-Photolyasen). Die hier untersuchten Moleküle sind Stereo-Isomere
bezüglich der Anordnung der Basen. Die Basen befinden sich entweder in cis-syn oder in
trans-syn Stellung. Entsprechend werden die Moleküle im Weiteren durch csDMC (cis-syn-
“Dimer Model Compound“) bzw. tsDMC (trans-syn-“Dimer Model Compound“) abgekürzt.
Sowohl das cis-syn- als auch das trans-syn-Isomer konnten in einzelsträngiger DNA nach
UV-Bestrahlung zwischen Thymin-Basen nachgewiesen werden. In der DNA-Doppelhelix tritt
das trans-syn-Isomer jedoch praktisch nicht auf [Fri04].
Die beiden Modell-Substanzen unterscheiden sich relativ deutlich in den IR-Spektren. Zum
einen ist im Bereich der C=C und C=O Doppelbindungen um 1630 cm−1 die Absorption des
cis-syn-Dimers deutlich ausgeprägter. Zum anderen ist die breite Absorptionsbande des cis-syn-
3Die Synthese dieser Moleküle wird in [But98] beschrieben und erfolgte in der Arbeitsgruppe von Prof. T.
Carell, Fakultät für Chemie und Pharmazie, LMU München.
4engl.: Kern-Spin-Resonanz-Tomographie
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Dimers um 1480 cm−1 im trans-syn-Dimer in zwei Banden aufgespalten. Vor allem das Auftre-
ten der ausgeprägten Schulter um 1630 cm−1 im csDMC-Molekül ist zunächst überraschend,
da in beiden Molekülen gemäß der Zuordnung in Tabelle 4.2 keine C5=C6-Doppelbindung
vorliegt. Offenbar ist dies Ausdruck der Beteiligung der C=O Doppelbindungs-Schwingungen,
die in diesem Spektralbereich zur Absorption beitragen und sensitiv auf die Anordnung der
Basen reagieren. In diesem Bereich zeigen sich auch beim Vergleich zwischen der Absorption
von TMP, TpT und (dT)18 deutliche Unterschiede. Die weitere Diskussion beschränkt sich
aus diesem Grund auf den Vergleich der Spektren im Fingerprint-Bereich zwischen 1550 und
1300 cm−1, in dem TMP, TpT und (dT)18 sehr ähnliche Absorptionsspektren besitzen.
Spektraler Nachweis von Thymin-Dimeren
Einen direkten Vergleich zwischen den Ergebnissen aus den Belichtungsexperimenten an TpT
und (dT)18 mit den zu erwartenden Absorptionsänderungen bei der Bildung von CPD-Schäden
erlauben die Spektren in Abbildung 4.9. In Abbildung 4.9 A sind die IR-Absorptionsspektren
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Abb. 4.9: (A) Stationäre Absorptionsspektren von TpT und den Dimer-Molekülen tsDMC und
csDMC.(B) Differenzspektren zwischen den Modell-Dimeren und TpT. (C) Differenzspektren von
TpT und (dT)18 nach UV-Bestrahlung. Die sehr gute Übereinstimmung des Differenzspektrums von
(dT)18 in (C) mit der Differenz zwischen csDMC und TpT in (B) zeigt, dass bei der Belichtung von (dT)18
im Wesentlichen das cis-syn-Dimer gebildet wird.
der DMC-Moleküle und des Dinukleotids TpT dargestellt. Durch Subtraktion des TpT-Spek-
trums (blau) von den Dimer-Spektren (csDMC = durchgezogene, tsDMC = gestrichelte Linie)
ergeben sich die in Teil (B) der Abbildung gezeigten Differenzspektren. Diese Differenzspek-
tren entsprechen den bei der Bildung von Dimerschäden in TpT zu erwartenden Absorpti-
onsänderungen für den Fall, dass entweder nur trans-syn-Dimere oder nur cis-syn-Dimere
gebildet werden. Diese Spektren können nun direkt mit den aus den Belichtungsexperimenten
90
4.3 Stationäre Belichtungsexperimente
erhaltenen Differenzspektren für TpT (grün) und (dT)18 (rot) in Abbildung 4.9 C verglichen
werden.
Das Differenzspektrum von (dT)18 stimmt sehr gut mit dem Differenzspektrum für das
cis-syn-Dimer überein. Dies zeigt, dass bei der UV-Bestrahlung von (dT)18 im Wesentlichen
nur der cis-syn CPD-Schaden gebildet wurde und andere Schadenstypen offenbar nur eine
untergeordnete Rolle spielen. Diese Beobachtung ist in Übereinstimmung mit den Literatur-
angaben zu den relativen Ausbeuten für weitere Photoprodukte. Zum Beispiel wurde beim
Vergleich der Ausbeuten für CPD-Schäden und (6-4)-Photoprodukten (siehe Abschnitt 2.2.2)
bei der Belichtung von (dT)20 ein Verhältnis von 10:1 gefunden [Mar05]. Belichtungsexperi-
mente an poly(dT) ergaben sogar ein Verhältnis von etwa 50:1 [Mit84]. Vergleicht man dagegen
das Differenzspektrum aus dem Belichtungsexperiment für TpT mit dem zu erwartenden Dif-
ferenzspektren für das cis-syn-Dimer in Abbildung 4.9 B zeigen sich kleine Abweichungen.
Vor allem die Absorptionsänderung bei 1480 cm−1 ist geringer als man bei der Bildung des
cis-syn-Dimer erwarten würde. Eine Erklärung für diesen Unterschied wäre die Bildung eines
höheren Anteils an trans-syn-Isomeren zwischen den Thymin-Basen in TpT. Tatsächlich wird
in [Joh64] ein Verhältnis von etwa 5:1 für die Bildung der beiden Isomere in TpT angegeben.
Der Vergleich der Differenzspektren mit den Dimer-Modell-Molekülen zeigt, dass bei der
UV-Belichtung von (dT)18 im Wesentlichen nur der cis-syn-Dimer erzeugt wird. Entsprechend
sollte sich das hier bestimmte Differenzspektrum mit der für Dimer-Schäden typischen IR-
Signatur auch für den Nachweis dieser Schäden in den zeitaufgelösten Messungen eignen.
Absorptionsspektrum von Dimerschäden in (dT)18
In den zeitaufgelösten Messungen soll neben einem Nachweis der Dimer-Bildung auch eine
Bestimmung der Quantenausbeuten für CPD-Schäden in (dT)18 erfolgen. Zu diesem Zweck
müssen die bei einer bestimmten Strahlendosis auftretenden Absorptionsänderungen mit der
Absorption der Thymin-Basen vor der Belichtung und der Absorption eines reinen Thy-
min Dimer-Spektrums verglichen werden. Dieser Vergleich kann entweder mit dem oben
bestimmten IR-Spektrum für das csDMC-Molekül oder direkt mit einem aus den Belichtungs-
experimenten an (dT)18 bestimmten Spektrum erfolgen. Für den direkten Vergleich mit den
zeitaufgelösten Messungen ist der zweite Ansatz der direkte und deshalb geeignetere Weg.
Aus Belichtungsexperimenten an Thymidin-Dinukleotiden und dem Polymer poly(dT) in
wässriger Lösung ist bekannt, dass sich bei hohen Strahlungsdosen ein von der Anregungs-
wellenlänge abhängiges photostationäres Gleichgewicht einstellt. Zum Beispiel ist nach den
Angaben in [Dee63] bei einer Anregungswellenlänge von 266 nm zu erwarten, dass etwa 60-
70% der Thymin-Basen an einem Dimerschaden beteiligt sind. Bei weiterer Belichtung können
dann auch nicht reversible Folgeprozesse wie die zunehmende Bildung von (6-4)-Schäden von
Bedeutung werden. Das für einen Dimer-Schaden in (dT)18 typische IR-Spektrum lässt sich
aus den Differenzspektren gewinnen. Dazu wird zum Differenzspektrum nach einer relativ
kurzen Belichtungsdauer (60 s) — auf diese Weise lassen sich Effekte durch die Anhäufung
von Dimer-Schäden und ein signifikanter Anteil anderer (nicht reversibler) Photoschäden
vermeiden — das bei der Belichtung ausgeblichene Grundzustandsspektrum von (dT)18 addiert.
In Abbildung 4.10 ist ein auf diese Weise gewonnenes Absorptionsspektrum zusammen mit
dem Absorptionsspektrum von (dT)18 gezeigt. Die angegebene Extinktion bezieht sich auf
jeweils eine Base im Oligomer bzw. eine Base eines Dimer-Schadens in (dT)18.
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Abb. 4.10: Vergleich des Extinktionskoeffizienten pro Base für (dT)18 (rot) und einem aus den Beli-
chungsexperimenten berechneten Thymin-Dimer (schwarz). Im Fingerprint-Bereich sind drei für das
Thymin-Dimer charakteristische Markerbanden zu sehen.
4.4 Zusammenfassung der wichtigsten
Absorptionseigenschaften
Die wichtigsten UV-Absorptionseigenschaften der im nächsten Kapitel mit zeitaufgelösten
Methoden untersuchten Moleküle sind in Tabelle 4.3 zusammengefasst. Die Tabelle enthält
Probe Mm lmax e260 Konz. A272 Aphotonen
[g/mol] [nm] [M-1cm-1] [mM] [OD] [%]
AMP 347 259 15020 6,9 0,47 66
poly(A) n.d. 257 9800 6,8 0,35 55
TMP 322 267 8560 9 0,7 80
(dT)18 5413 265 7800 10 0,67 79
Tabelle 4.3: Zusammenfassung der wichtigsten spektroskopischen Eigenschaften der untersuchten
Proben. Die Extinktionskoeffzienten  der Monomere sind [Cav04] entnommen. Details zu den Extinkti-
onskoeffizient der Polymere finden sich in Anhang D. Die Angaben zur Absorption beziehen sich auf
eine Schichtdicke von ∼ 90µm und die angegebenen Konzentrationen.
neben den molekülspezifischen Angaben (Molare Masse, Position des Absorptionsmaximums,
Extinktionskoeffizient) auch die in den zeitaufgelösten Experimenten verwendeten Konzen-
trationen und die bei einer Schichtdicke von 90µm daraus resultierende Absorption bei der
Anregungswellenlänge von 272 nm. Zusätzlich ist der Anteil der absorbierten Photonen in Pro-
zent angegeben. Details zu den angegebenen Extinktionskoeffizienten finden sich in Anhang
D.
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AMP und poly(A)
Für die beobachtete Absorption im UV-Bereich mit einem Maximum bei etwa 260 nm sind
pipi*-Übergänge der Adenin-Basen verantwortlich. Beim Vergleich der Extinktion pro Base
zwischen AMP und poly(A) zeigt sich ein starker Hypochromie-Effekt, der sich durch den
hohen Anteil gestapelter Basen (65%) in der poly(A)-Helix erklären lässt [Dew79].
Im infraroten Spektralbereich liegen zwischen 1750 und 1650 cm−1 zwei Absorptionsban-
den, die Schwingungsmoden im Bereich der Doppelbindungen der Adenin-Basen zugeordnet
werden können. Eine Auswirkung der Basen-Basen-Wechselwirkung auf die Schwingungsmo-
den ist auch in diesem Spektralbereich zu beobachten. Sie äußert sich in einer Abnahme der
Extinktion und einer kleinen spektralen Verschiebung der poly(A)-Banden gegenüber AMP.
Der mögliche Einfluss dieser Wechselwirkung auf die Besetzung elektronischer Zustände nach
UV-Anregung wird im nächsten Kapitel mit zeitaufgelöster IR-Spektroskopie untersucht.
TMP und (dT)18
Die breite UV-Absorption der Thymin-Derivate mit einem Maximum bei etwa 266 nm wird
durch einen pipi*-Übergang verursacht. Im Gegensatz zu den Adenin-Derivaten zeigt sich zwi-
schen dem Monomer TMP und dem Oligomer (dT)18 dabei jedoch kein großer Hypochromie-
Effekt. Dies ist auf die geringen Wechselwirkungen zwischen den Thymin-Basen in (dT)18
zurückzuführen. Da in den zeitaufgelösten Experimenten die Messungen an TMP direkt mit
den Messungen an (dT)18 verglichen werden sollen, werden für diese Experimente die Kon-
zentrationen der beiden Probenlösungen so gewählt, dass die Absorption im Bereich der
Anregungswellenlänge (272 nm) möglichst gleich groß ist. Auf diese Weise wird sichergestellt,
dass in beiden Proben in etwa der gleiche Anteil an Photonen absorbiert, und damit der etwa
gleiche Anteil an Basen angeregt wird. Der Vergleich der Angaben in Tabelle 4.3 zeigt, dass
dies für eine Konzentration von etwa 10mM für (dT)18 und eine Konzentration von etwa 9mM
für TMP in guter Näherung gegeben ist.
Im infraroten Spektralbereich zwischen 1800 und 1500 cm−1 liegen intensive Absorptions-
banden, die Schwingungsmoden im Bereich der C=C- und C=O-Doppelbindungen der Basen
zugeordnet werden können. Zwischen 1500 und 1300 cm−1 zeigen sich schwächere Absorp-
tionsbanden mit Einfachbindungscharakter. Ihre Zuordnung wird dadurch erschwert, dass
diese Schwingungsmoden stark delokalisiert sind und Auslenkungen vieler Atome bewirken.
Dennoch besitzt dieser Bereich eine hohe Substanz- und Struktur-Spezifität [Gue96]. Während
im hochfrequenten Bereich der C=O und C=C Doppelbindungen deutliche Unterschiede zwi-
schen TMP und (dT)18 auftreten, zeigen die Spektren im Fingerprint-Bereich sehr ähnliche
Absorptionseigenschaften. Diese Übereinstimmung sollte in den zeitaufgelösten Experimenten
einen sehr guten direkten Vergleich zwischen TMP und (dT)18 erlauben.
Mit stationären Belichtungsexperimenten konnte in (dT)18 die Bildung von Thymin-Dimer-
schäden nachgewiesen werden. Diese Photoprodukte zeichnen sich durch charakteristische
Absorptionsbanden bei 1465, 1402 und 1320 cm−1 im Fingerprint-Bereich des IR-Spektrums
aus. Durch einen Vergleich mit Dimer-Modell-Molekülen konnte gezeigt werden, dass das
Hauptprodukt bei der UV-Belichtung von (dT)18 das cis-syn-Dimer zwischen zwei Thymin-
Basen ist. Dieser Schaden ist mit dem bei weitem am häufigsten gebildeten Photoschaden
in doppelsträngiger DNA [Fri04] identisch. Damit können die bei der Belichtung von (dT)18
erhaltenen Differenzspektren im Folgenden als Referenzspektren für die Bildung von Thymin-
Dimeren in den zeitaufgelösten IR-Messungen verwendet werden.
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Die stationäre Charakterisierung der DNA- und RNA-Modellsysteme des letzten Kapitels
zeigt, dass im infraroten Spektralbereich eine Reihe charakteristischer Schwingungsbanden
von Adenin- und Thymin-Derivaten liegen. Dieser Spektralbereich zeichnet sich durch eine
hohe Struktursensitivität aus, die zum Beispiel im Fall der Thymin-Derivate den eindeutigen
Nachweis von CPD-Schäden erlaubt. In diesem Kapitel stehen nun die nach UV-Anregung
auftretenden photophysikalischen und photochemischen Prozesse im Vordergrund, die mit
Hilfe der zeitaufgelösten IR-Spektroskopie untersucht werden. Eine detaillierte Beschreibung
des Messablaufs und der experimentellen Parameter findet sich in Kapitel 3.
Im ersten Abschnitt dieses Kapitels werden zunächst am Beispiel des Adenosin-5’-Mono-
phosphats (AMP) die für DNA-Moleküle typischen Signalbeiträge der zeitaufgelösten Anreg-
Abtast-Experimente diskutiert. Anschließend werden die Messungen am Monomer AMP mit
Messungen am Polymer poly(A) verglichen und die Ergebnisse in Hinblick auf die Auswir-
kungen der Basen-Basen-Wechselwirkung im Polymer diskutiert. Der dritte Abschnitt zeigt
die zeitaufgelösten IR-Messungen am Monomer Thymidin-5’-Monophsophat (TMP) und dem
Oligomer (dT)18. Die Messergebnisse an den beiden Thymin-Derivaten werden miteinander
verglichen und in Bezug auf die auftretenden elektronischen Zustände und die Bildung von
Thymin-Dimeren diskutiert.
5.1 Typische Signalbeiträge
In den zeitaufgelösten IR-Messungen treten einige Signalbeiträge auf, die für Anreg-Abtast-
Experimente mit kurzen Lichtimpulsen typisch sind bzw. durch die für DNA-Basen charak-
teristische schnelle interne Konversion hervorgerufen werden. Diese IR-Signaturen lassen sich
am Besten an einem Molekül untersuchen, über dessen photophysikalische Eigenschaften
bereits viel bekannt und in dem nicht mit photochemischen Reaktionen zu rechnen ist. Dazu
gehört das Molekül AMP.
In Abbildung 5.1 A sind Teile der zeitaufgelösten IR-Messungen an AMP nach UV-
Anregung in Abhängigkeit von der Wellenzahl und der Verzögerungszeit dargestellt. Die
Konturdarstellung umfasst einen Spektralbereich von 1670 bis 1540 cm−1 und zeigt die Ab-
sorptionsänderungen für einen Zeitbereich bis 20 ps nach der Anregung. Zusätzlich sind
das Grundzustands-Absorptions-Spektrum und transiente Spektren für verschiedene Verzöge-
rungszeiten angegeben. Negative Absorptionsänderungen (Ausbleich-Signale, blau) werden
durch die Entvölkerung des Grundzustands hervorgerufen. Positive Absorptionsänderungen
(Induzierte Absorptionen, rot) sind auf die Absorption angeregter Zustände und möglicher
Photoprodukte zurückzuführen. Die Zeitverläufe an den gestrichelt markierten Spektralpositio-
nen sind in Abbildung 5.1 B wiedergegeben. Diese Darstellung umfasst Verzögerungszeiten
zwischen -2 und +10 ps und zeigt neben den Messdaten von AMP zum Vergleich auch die
Daten der bereits in Abschnitt 3.4 diskutieren Messungen am reinen Lösungsmittel.
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Abb. 5.1: Darstellung der zeitaufgelösten IR-Messergebnisse an Adenosin-5’-Monophosphat (AMP).
(A) Konturdarstellung, Grundzustands-Absorptionsspektrum und transiente Spektren. Die in der Kontur-
darstellung sichtbaren Absorptionsänderungen lassen sich in drei Zeitbereiche unterteilen. (1) tD < 0 ps:
Negative Absorptionsänderungen (Ausbleichen) und oszillatorisches Verhalten. (2) tD ∼= 0 ps: Spektral
breite induzierte Absorption überlagert durch Ausbleich-Signale. (3) tD > 0 ps: Zerfall einer breiten
induzierten Absorption (1615 - 1580 cm−1 und 1565 - 1540 cm−1) und Erholung der Ausbleich-Signale.
Das Maximum der induzierten Absorption verschiebt sich dabei deutlich zu größeren Wellenzahlen.
(B) Zeitverläufe der Absorptionsänderungen an den in der Konturdarstellung mit gestrichelten Linien
markierten Spektralpositionen. Die blaue Linie zeigt die Messergebnisse am Lösungsmittels D2O.
Die Absorptionsänderungen lassen sich in drei Zeitbereiche einteilen, die in der Abbil-
dung durch die Zahlen 1 bis 3 markiert sind. (1) Bereits vor dem Zeitnullpunkt (negative
Verzögerungszeiten) treten negative Absorptionsänderungen an den Positionen der Grund-
zustandsbanden (1624 und 1577 cm−1) und Oszillationen auf. (2) Am Zeitnullpunkt ist eine
starke und spektral breite induzierte Absorption zu sehen, die an den Positionen der Grundzu-
standsbanden durch negative Beiträge moduliert wird. (3) Für Verzögerungszeiten größer 1
ps wird die Konturdarstellung durch den Zerfall einer spektral breiten induzierten Absorption
zwischen 1615 und 1580 cm−1 sowie zwischen 1565 und 1540 cm−1 dominiert. Diese Beiträge
schließen sich zu kleineren Wellenzahlen an die starken Ausbleich-Signale im Bereich der
Grundzustandsbanden an und führen zu den in den transienten Spektren auftretenden sigmoi-
dalen Signaturen. Während die Position des maximalen Ausbleich-Signals im Wesentlichen
konstant bleibt, verschiebt sich das Maximum der induzierten Absorption zwischen einer und
zehn Pikosekunden deutlich (∼ 30 cm−1) zu größeren Wellenzahlen. Die Reduktion des Aus-
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bleichens bei 1623 cm−1 und der Zerfall der induzierten Absorption bei 1601 cm−1 erfolgen
entsprechend den Zeitverläufen in Abbildung 5.1 B mit einer Zeitkonstante von etwa 3 ps. Im
Folgenden werden die Ursachen für diese Absorptionsänderungen diskutiert.
5.1.1 Ausbleichen und Oszillationen vor dem Zeitnullpunkt
Das Ausbleichen und die Oszillationen vor dem Zeitnullpunkt lassen sich durch den gestörten
freien Induktionszerfall („perturbed free induction decay“, PFID) erklären. Dieser Effekt tritt in
spektral- und zeitaufgelösten Anreg-Abtast-Experimenten auf, in denen die Zeitauflösung und
damit die Impulsdauer der infraroten Abtast-Impulse unterhalb der Phasenrelaxationszeit (T2)
der betrachteten Schwingungsmoden liegt. Detaillierte Ausführungen und eine mathematische
Beschreibung zu diesem Effekt finden sich zum Beispiel in [Wyn95, Ham95]. An dieser Stelle
soll nur das zugrunde liegende Prinzip kurz dargelegt werden.
Die Bandbreite der betrachteten Schwingungsübergänge liegt typischerweise in einem
Bereich von etwa 20 cm−1 (FWHM). Entsprechend beträgt die Phasenrelaxationszeit1 etwa
0,5 ps. Diese Zeit ist deutlich länger als die Impulsdauer (τMIR < 150 fs) der bei der Messung
beteiligten IR-Lichtimpulse. Für negative Verzögerungszeiten erreicht der infrarote Abtast-
Impuls die Probe vor dem Anregungs-Impuls und erzeugt dort eine kohärent schwingende
Polarisation. Die Felder des Abtast-Lichts und der Polarisation, die ebenfalls in Richtung des
Abtast-Impulses abgestrahlt werden, interferieren und werden im Experiment spektral aufgelöst
detektiert. Erreicht der Anregungs-Impuls die Probe erst nach Abklingen der kohärenten
Polarisation, kann dieser den Zerfall der Polarisation nicht beeinflussen und man erwartet kein
Differenzsignal. Ist jedoch die kohärente Polarisation beim Eintreffen des Anreg-Impulses noch
nicht abgeklungen, kann dieser das zeitliche und spektrale Abstrahlungsverhalten der Probe
verändern und beeinflusst damit die am Detektor auftreffenden elektromagnetischen Felder und
gemessenen Intensitäten. Dieser Fall zeigt sich am Maximum der Grundzustandsbande (ν˜0) in
Abbildung 5.1 durch eine negative Absorptionsänderung, die mit der Dephasierungszeit T2 der
Schwingungsmode abklingt. Für Wellenzahlen mit ν˜ 6= ν˜0 äußert sich der PFID dagegen durch
ein oszillatorisches Verhalten.
Durch den PFID wird die maximal mögliche Zeitauflösung für die Beobachtung von Ban-
den limitiert, die nach der Anregung ausbleichen. Bei neu entstehenden Absorptionsbanden
tritt dieser Effekt dagegen nicht auf und sie können mit der maximalen Zeitauflösung des
Spektrometers beobachtet werden.
5.1.2 Signale am Zeitnullpunkt
Am Zeitnullpunkt ist in Abbildung 5.1 eine starke und spektral breite Absorptionänderung zu
sehen, deren Amplitude auf einer Zeitskala von wenigen hundert Femtosekunden zerfällt. Zu
diesem Signal können sowohl die Absorptionsänderung der Probe als auch die für Anreg-Abtast-
Experimente typischen nichtlinearen Effekte (siehe Abschnitt 3.4) beitragen. Im Folgenden
werden die für die Studien an Nukleinsäuren in wässriger Lösung wesentlichen Prozesse
diskutiert.
1T2 = 1(100·pi·c·∆ν˜) mit∆ν˜ in cm
−1.
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Lösungsmittelbeitrag
Ein Beitrag zur Absorptionsänderung am Zeitnullpunkt ist, wie in Abschnitt 3.4.1 ausführlich
diskutiert, durch das Lösungsmittel D2O zu erwarten. Es zeigt unter den gewählten Anre-
gungsbedingungen ebenfalls eine breite induzierte Absorption am Zeitnullpunkt, die auf die
Erzeugung eines Vorläufers des solvatisierten Elektrons (OD:e−) zurückgeführt werden kann
[Reu96, Lae00, Tha04]. Diese Spezies bildet ein Intermediat (Zerfallszeit 100 - 200 fs) bei
der Zwei-Photonen-Ionisation („Two Photon Absorption“, TPA) der Lösungsmittel-Moleküle
und besitzt einen sehr hohen Extinktionskoeffizienten ( ∼ 50000 - 100000M−1cm−1 ) im
MIR-Bereich. Die Zeitverläufe der Absorptionsänderung für AMP und das reine Lösungsmittel
sind in Abbildung 5.1 B für drei Spektralpositionen gezeigt. Tatsächlich ist am Zeitnullpunkt in
AMP ein Signalbeitrag zu sehen, der im Rahmen der Zeitauflösung sehr ähnlich zu der Signatur
im Lösungsmittel ist. Die in AMP auftretende Amplitude kann jedoch nicht alleine durch
einen Beitrag des Lösungsmittels erklärt werden. Die Bildung der solvatisierten Elektronen ist
ein Zwei-Photonen-Prozess und hängt damit quadratisch von der Anregungs-Intensität ab. In
der AMP-Probe wird jedoch ein Großteil der Anregungs-Photonen durch die Adenin-Basen
absorbiert und damit die Intensität der Anregung mit der Schicht-Tiefe deutlich verringert. Bei
der verwendeten Konzentration und Schichtdicke sollte der Beitrag des Lösungsmittels um
etwa einen Faktor drei geringer sein als im reinen Lösungsmittel. Da die beobachteten Absorp-
tionsänderungen in AMP und D2O jedoch etwa gleich groß sind, müssen weitere Prozesse bei
der Interpretation berücksichtigt werden.
Photo-Ionisation von DNA-Basen
Eine Möglichkeit wäre die Photoionisation der Adenin-Basen. Auch bei diesem Prozess ist als
Vorstufe zum solvatisierten Elektron ein wie in [And00] und [Lae00] beschriebener (OD:e−)-
Komplex zu erwarten, der wie im reinen Lösungsmittel zur Absorptionsänderung im MIR
beiträgt. Da die Ionisierungsenergien für DNA-Nukleotide in einem Bereich zwischen 4,5
und 5,5 eV liegen [Fer98], können in Experimenten mit Photonen-Energien von etwa 4,7 eV
(266 nm ≈ 4,65 eV) sowohl Ein- als auch Zwei-Photonen-Prozesse zur Ionisation von DNA-
Basen führen [CHn02,Mar06, Reu00]. Während die Ausbeute für die Ein-Photonen-Ionisation
von dAMP sehr klein ist (< 10−4) [Mar06], kann bei der Verwendung sehr hoher Anregungs-
Intensitäten (20 - 200GW/cm2) jedoch die Ionisierung der Basen über eine Zwei-Photonen-
Absorption (2 x 266 nm ≈ 9,3 eV) von Bedeutung werden [Reu00]. In diesem Fall wird für
die Ionisation ein Zwei-Stufen-Prozess vorgeschlagen, wie er schematisch in Abbildung 5.2
dargestellt ist. Dieses Reaktionsschema orientiert sich an den Ausführungen in [Reu96, Lae00]
und stellt ein einfaches Modell zur Visualisierung der Prozesse dar, dass keinen Anspruch auf
Vollständigkeit erhebt. Bei der Zwei-Stufen-Absorption wird durch die Absorption des ersten
UV-Photons zunächst der S1-Zustand der Base bevölkert. Anschließend kann ein weiteres UV-
Photon absorbiert und ein hochliegender SN-Zustand besetzt werden. Aus dem SN-Zustand kann
ein Teil entweder durch interne Konversion (IC) in den Grundzustand relaxieren (η) oder ein
Elektron-Kation-Paar (Base+, e−) bilden (η− 1). Das Elektron-Kation-Paar kann anschließend
entweder rekombinieren (in der Darstellung aus Übersichtgründen nicht berücksichtigt) oder
in ein Elektron und das Basen-Kation dissoziieren. Für Details zu den komplexen Prozesse, die
bei der Solvatisierung von Elektronen auftreten wird auf die Literatur zu diesem eigenständigen
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Forschungsbereich verwiesen [Nik83, Reu96, Lae00, Bar00, Lae01, Tha04].
Für alle vier verschiedenen DNA-Basen konnte eine Zwei-Photo-Ionisation nachgewiesen
werden, die quadratisch mit der Anregungsintensität skaliert. Dabei besitzt die Purin-Base
Adenin von allen DNA-Basen die höchste Ionisations-Wahrscheinlichkeit [Reu00]. In Anbe-
tracht dieser Ergebnisse kann eine Photoionisation von AMP-Molekülen auch bei den hier
verwendeten UV-Intensitäten von etwa 15 GW/cm2 nicht ausgeschlossen werden. Da jedoch
das solvatisierte Elektron nicht im betrachteten IR-Bereich absorbiert und für das bei der
Ionisation gebildete Adenin-Kation kein IR-Spektrum vorliegt, ist eine direkte Bestimmung der
Ausbeute für diesen Prozess schwierig. Eine quantitative Analyse würde an dieser Stelle eine
direkte Bestimmung der gebildeten solvatisierten Elektronen im sichtbaren und nahinfraroten
Spektralbereich [Mar06] erfordern. Eine einfache Abschätzung zur Größenordnung erlaubt
jedoch bereits ein Vergleich der Amplitude des Nullpunkt-Signals in AMP bei 1660 cm−1 mit
dem Signal im reinen Lösungsmittel (siehe Abbildung 5.1 B). An dieser Stelle sind die Beiträge
am Zeitnullpunkt etwa gleich groß. Eine Abschätzung zur Konzentration der im Lösungsmittel
gebildeten solvatisierten Elektronen in Abschnitt 3.4.1 ergab eine Konzentration von etwa
20µM. Dieser Wert entspricht bei der vorliegenden AMP-Konzentration und Anregungsenergie
etwa vier Prozent der angeregten AMP-Moleküle. Allerdings ist dies nur eine obere Grenze,
da in dieser Abschätzung weder der Anteil des Lösungsmittels (etwa 1/3 der Signalhöhe) noch
die im nächsten Abschnitt diskutierten Beiträge zur Absorptionsänderung am Zeitnullpunkt
berücksichtigt wurden.
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Abb. 5.2: Links: Modell zur Beschreibung der Zwei-Photonen-Ionisation von DNA-Basen. Bei der
Absorption von zwei UV-Photonen wird ein energetisch hochliegender SN -Zustand besetzt, aus dem
es entweder zu einer internen Konversion oder zur Bildung eines Elektron-Kation-Paars kommen kann.
Das Elektron-Kation-Paar kann anschließend entweder rekombinieren (nicht explizit eingezeichnet)
oder in ein Elektron und das Basen-Kation dissoziieren. In Folge können weitere Intermediate auf
dem Weg zur Bildung des solvatisierten Elektrons auftreten. Die schematische Darstellung orientiert
sich an den Ausführungen in [Reu96, Lae00] und erhebt keinen Anspruch auf Vollständigkeit. Rechts:
Schematische Darstellung einer Zwei-Photonen-Absorption, bei der es zu der gleichzeitigen Absorption
eines Abtast-Photons (IR) und eines Anregungs-Photons (UV) kommt. Dieser Prozess skaliert in erster
Näherung linear mit der Anregungsintensität.
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Elektronische Übergänge und Zwei-Photonen-Absorption
Bei der Absorption von UV-Photonen durch die AMP-Moleküle kommt es zur Besetzung
elektronisch angeregter Zustände. Besitzen diese ein anderes IR-Absorptionspektrum als
der Grundzustand, so beobachtet man in den Messungen ein Ausbleichen im Bereich der
Grundzustands-Absorption und eine induzierte Absorption durch die angeregten Zustände.
Diese kann dem Ausbleich-Signal überlagert oder deutlich als separate induzierte Absorp-
tion sichtbar sein. Über die IR-Absorption der angeregten Zustände von Nukleinsäuren ist
bisher leider relativ wenig bekannt. In der Regel ist bei der Besetzung eines antibindenden
Molekülorbitals mit einer Verringerung der Kraftkonstante und damit einer Erniedrigung der
Schwingungsfrequenz (Rotverschiebung) zu rechnen. Zudem kann die induzierte Absorption
bei der Besetzung schwingungsangeregter Zustände sehr breit sein. Auf die IR-Absorption
schwingungsangeregter Zustände wird im nächsten Abschnitt im Detail eingegangen.
Neben der Absorption eines UV-Photons ist auch eine Zwei-Photonen-Absorption denkbar,
bei der es zu der gleichzeitigen Absorption eines Abtast-Photons (IR) und eines Anregungs-
Photons (UV) kommt. Eine entsprechende schematische Darstellung ist in Abbildung 5.2
(rechts) gezeigt. Dieser Prozess ist bei hohen Anregungs-Intensitäten möglich, wenn die
Gesamtenergie der Anreg- und Abtast-Photonen im Bereich eines elektronischen Übergangs
des Moleküls (S1) liegt [Lia94, Lor02]. Für DNA-Basen mit ihrer breiten Absorptionsbande
um 260 nm (4,4 - 5,2 eV) ist dies bei einer Anregungsenergie von 4,7 eV (∼ 270 nm) und
einer Energie der Abtast-Impulse im Bereich zwischen 0,12 und 0,24 eV (1000 - 2000 cm−1)
praktisch immer gegeben. Die Intensität des Abtast-Lichts∆Iprobe ändert sich dabei in einer
Schicht der Dicke d und des Absorptionskoeffizienten γ mit der Intensität des eingestrahlten
Anregungs-Lichts Ipump in erster Näherung gemäß [Lor02]:
∆Iprobe = γ · Ipump · Iprobe · d. (5.1)
In den transienten Messungen führt dieser Prozess zu einer positiven Absorptionsänderung
über den gesamten betrachteten Spektralbereich, die linear mit der Anregungsintensität skaliert.
Zeitlich ist dieses Signal auf den Überlapp zwischen Anreg- und Abtast-Impuls beschränkt
und spiegelt die Apparate-Funktion des Anreg-Abtast-Spektrometers wieder.
Resümee
Eine Unterscheidung zwischen den oben genannten Beiträgen ist nicht ohne weiteres möglich,
da sowohl der Zerfall der Vorstufe des solvatisierten Elektrons (siehe letzten Abschnitt) als auch
die Zeitdauer der internen Konversion von angeregten AMP-Molekülen (∼ 300 fs) innerhalb
der Zeitauflösung der Mess-Apparatur von etwa 300 - 400 fs liegen. Im Folgenden wird deshalb
auf eine weitere Analyse dieser Beiträge verzichtet und eine Analyse der Daten nur für den
Zeitbereich größer 1 ps vorgenommen, in dem die oben diskutierten Nullpunkts-Effekte keine
Rolle mehr spielen.
5.1.3 IR-Absorption angeregter Schwingungszustände
Für Verzögerungszeiten größer 1 ps werden die Absorptionsänderungen in Abbildung 5.1
durch Ausbleich-Signale an den Positionen der Grundzustands-Absorptionsbanden und einer
induzierten Absorption geprägt, die sich zu kleineren Wellenzahlen an die Ausbleich-Signale
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anschließt. Diese sigmoidalen Signaturen sind typisch für schwingungsangeregte („heiße“)
Moleküle im Grundzustand und stimmen sehr gut mit den Ergebnissen in [Kui05] überein. Wie
diese heißen Moleküle entstehen und wie sich die damit verbundenen Absorptionsänderungen
erklären lassen, wird im Folgenden kurz erläutert [CH04a, Kui05].
Abb. 5.3: Modellvorstellung zum Transfer von Schwingungsenergie eines heißen AMP-Moleküls
an die Lösungsmittelumgebung. Nach der Absorption eines UV-Photons (1) erfolgt eine schnelle
interne Konversion (IC) und eine intramolekulare Energieumverteilung auf die Schwingungsmoden
des Moleküls (2). Durch Kopplung und Wechselwirkung mit den Lösungsmittelmolekülen kommt es
zur Abgabe von Schwingungsenergie („Cooling“) und einem makroskopischen Wärmetransport im
Lösungsmittel.
Abbildung 5.3 zeigt eine qualitative Darstellung der ablaufenden Prozesse. (1) Bei der
Anregung absorbiert ein AMP-Moleküle ein UV-Photon und geht in einen angeregten elek-
tronischen Zustand über (pipi*-Zustand). (2) Aus dem angeregten Zustand kann das Molekül
über eine schnelle interne Konversion (τIC ∼ 300 fs) auf die Potential-Fläche des Grundzu-
stand wechseln [CH05]. Bei diesem Prozess bleibt die im elektronisch angeregten Zustand
vorhandene Energie von etwa 34000 cm−1 zunächst im Wesentlichen im Molekül. Sie wird
in Schwingungsenergie umgewandelt und intramolekular auf die Schwingungsmoden des
Moleküls umverteilt („internal vibrational relaxation“, IVR). (3) Wechselwirkungen mit den
Lösungsmittel-Molekülen führen anschließend zu einer Übertragung von Schwingungsenergie
an die Umgebung [Els91]. Während das AMP-Molekül abkühlt, kommt es im Gegenzug zu
einer Erwärmung der Lösungsmittelumgebung. Mit diesem qualitativen Bild lassen sich die
beobachteten IR-Signale erklären.
Molekül-Temperatur und IR-Absorption
Ist der Prozess der Energieumverteilung im Molekül schneller als die Energieabgabe an das
Lösungsmittel, kann eine Besetzung der Schwingungsmoden gemäß einer Boltzmannverteilung
erreicht werden, bevor es zu einem signifikanten Energietransfer an das umgebende Lösungs-
mittel kommt [Els91, Owr94]. In diesem Fall lassen sich Werte für die zu erwartenden initialen
Temperaturen der Moleküle angeben, die für DNA-Nukleoside bei etwa 1200 K liegen [Pec01].
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Die bei diesen hohen Temperaturen auftretende Besetzung höherer Schwingungsniveaus (ni)
wirkt sich auf die Infrarot-Absorption der Moleküle aus. Entsprechend den Ausführungen in
[Ham97b, Sch04] lässt sich die Position der Resonanzfrequenz der Schwingungsmode (νi)
beschreiben durch:
ν˜i = ν˜i,0 + nixi +
∑
j
xijnj. (5.2)
Die Resonanzfrequenz der Schwingungsbande νi wird durch die Schwingungsmode im vibro-
nischen Grundzustand ν˜i,0, die diagonale Anharmonizität xi bei der Besetzungszahl ni und
die Ausserdiagonal-Elemente xij bestimmt. Da sowohl die Diagonal-Elemente als auch die
Ausserdiagonal-Elemente in der Regel negativ sind, führt eine Besetzung höherer Schwin-
gungsniveaus zu einer Rotverschiebung der Absorptionsbande [Her90]. Die Auswirkung der
Anharmonizitäten auf die beobachtete Absorptionsänderung im IR-Bereich ist in Abbildung
5.4 schematisch dargestellt. Während die Anharmonizität des Potentials eine Reduzierung der
Energieabstände zwischen Schwingungsniveaus bewirkt, führt die anharmonische Kopplung an
eine zweite Mode (qi) bei einer Veränderung der Besetzung dieser Mode zu einer Verformung
des Potentials. Da die Verformung ebenfalls zu einer Veränderung der Schwingungsenergieni-
veaus führt ist deshalb durch die Ausserdiagonal-Elemente auch im Schwingungsgrundzustand
der betrachteten Mode ein Differenzsignal in den IR-Messungen zu erwarten. Eine Abschät-
qj
qi
(A) Diagional Elements (B) Off-Diagonal Elements
Frequency Frequency IR
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ig
na
l
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Abb. 5.4: Schematische Darstellung zur Auswirkung der Diagonal- und Ausserdiagonal-Elemente auf
die gemessenen IR-Differenzsignale. Links: In einem anharmonischen Potential führt der unterschiedli-
che Abstand der Schwingungs-Energieniveaus zu einem Differenzsignal. Rechts: Die anharmonische
Kopplung einer Mode (qi) an eine zweite besetzte Mode (qj) kann zu einer Veränderung des Potentials
und einem Differenzsignal führen. Abbildung nach [Sie05].
zung der Besetzungszahlen für die verschiedenen Schwingungsenergieniveaus zeigt, dass für
die betrachteten Moleküle selbst bei Temperaturen im Bereich von 1000 K im Wesentlichen
niederfrequente Moden mit Wellenzahlen kleiner 1000 besetzt sind [Sie05]. Deshalb sind
für Verschiebungen im Bereich um 1600 cm−1 vor allem Ausserdiagonal-Elemente, die eine
anharmonische Kopplung der hochfrequenten Schwingungsmoden an niederfrequente Moden
bewirken, bei der Berechnung von Schwingungsfrequenz und Bandenform von Bedeutung
[Sch04].
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Leider sind die entsprechenden Anharmonizitäten bisher nur für sehr wenige Moleküle
bekannt. Eines dieser Moleküle ist Benzol [Mas92]. Die für dieses Molekül berechneten
Absorptions-Spektren für eine Schwingungs-Bande (ν19) sind in Abbildung 5.5 in Abhängig-
keit von der Temperatur gezeigt. Diese Abbildung ist [Ham97b] entnommen und wurde an
die Darstellung in dieser Arbeit angepasst. Sie gibt einen qualitativen Eindruck für die zu
erwartenden Absorptionsänderungen bei einer Temperaturerhöhung bis 1150K. Oben sind die
temperaturabhängigen Absorptionsspektren, unten die daraus erhaltenen Differenzspektren
gegenüber dem Spektrum bei Raumtemperatur zu sehen. Die Temperaturerhöhung führt zu
einer Verschiebung des Absorptionsmaximums zu kleineren Wellenzahlen und einer deutlichen
Zunahme der spektralen Breite. In den Differenzspektren zeigen sich diese Änderungen als
sigmoidale Signaturen. Diese sind charakteristisch für „heiße“ Moleküle im elektronischen
Grundzustand und dominieren die Absorptionsänderungen in den zeitaufgelösten Messungen
an AMP zwischen 1 und 10 ps. Damit sind die transienten Spektren in Abbildung 5.1 ein Maß
für die „Temperatur“ der Moleküle.
Abb. 5.5: Simulierte Bandenform der ν19-Schwingungsmode des Benzols in Abhängigkeit von der
Temperatur gemäß den Anharmonizitäten in [Mas92]. Die Abbildung zeigt die Verschiebung der
Resonanzfrequenz relativ zum kalten Molekül (0 K). (A) Infrarot-Absorption A(T ) in Abhängigkeit
von der Temperatur. (B) Differenz-Spektren gegenüber Raumtemperatur ∆A(T ) = A(T )−A(300).
Abbildung nach [Ham97b].
Die Abnahme der Molekül-Temperatur wird, wie in Abbildung 5.3 schematisch dargestellt,
durch einen Energietransfer an das Lösungsmittel verursacht [Els91, Iwa97]. Dabei ist zu
erwarten, dass es durch die Kopplung der Schwingungsmoden zunächst zu einem schnellen
Energietransfer an die direkt benachbarten Lösungsmittel-Moleküle („first solvent shell“)
kommt, und der weitere Energieübertrag durch die Wärmeleitfähigkeit des Lösungsmittels
bestimmt wird [Iwa97]. Quantitative Angaben für den Zeitverlauf und die Kühlrate sind jedoch
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schwierig. Das Wechselspiel zwischen der temperaturabhängigen Banden-Verbreiterung und
-Verschiebung führt, selbst wenn für den eigentlichen Abkühlvorgang eine exponentielle
Änderung der Temperatur angenommen wird, nicht zu einem exponentiellen Zeitverlauf der
beobachteten Absorptionsänderung [Ham97b]. Zum Beispiel ist im Bereichen der induzierten
Absorption bei 1600 cm−1 in Abbildung 5.1 ein ausgeprägtes biphasisches Verhalten sichtbar
und eine Anpassung über eine Summe von Exponentialfunktionen nur unter Verwendung von
mindestens zwei Zeitkonstanten möglich. Eine bessere Wiedergabe der Kühlkinetik könnte
das Verfolgen der Peak-Position mit der Verzögerungszeit liefern [Iwa97]. Für das weitere
Verständnis der Arbeit ist diese Information jedoch nicht notwendig und wird an dieser
Stelle deshalb nicht weiter ausgeführt. Aus den Zeitverläufen bei 1623 und 1601 cm−1 in
Abbildung 5.1 B soll nur eine erste Abschätzung für die Kühlrate erfolgen. Sowohl die
Wiederbesetzung des Grundzustands als auch der Zerfall der induzierten Absorption lassen sich
für Verzögerungszeiten größer 1,5 ps gut mit einer Zeitkonstante von etwa 3 ps wiedergeben.
Dieser Wert ist in sehr guter Übereinstimmung mit den Angaben zum Abkühlverhalten
von AMP im Lösungsmittel D2O [Kui05]. Damit erfolgt das Abkühlen der Moleküle wesent-
lich schneller als für viele andere organische Lösungsmittel [CH04a]. Zum Beispiel werden
für Azulen2 in organischen Lösungsmitteln Kühlraten im Bereich von 10 - 40 ps angegeben
[Els91, Owr94, Sch96]. Dabei wird als mögliche Erklärung für den sehr effizienten Energie-
transfer zwischen heißen Proben-Molekülen und dem Lösungsmittel Wasser die Kopplung
über Wasserstoffbrücken diskutiert [Ter99, Pec01].
IR-Signatur der Lösungsmittelerwärmung
Bisher nicht berücksichtigt wurden die Absorptionsänderungen, die eine Erwärmung des
Lösungsmittels im Anregungsvolumen hervorruft. In Abbildung 5.6 sind die Auswirkungen
einer Temperaturerhöhung auf die IR-Absorption des Lösungsmittels D2O gezeigt. Oben
sind die Absorptionsspektren für drei Temperaturen (295, 302 und 308 K), unten die resultie-
renden Differenzspektren gegenüber 295 K dargestellt. Die Angaben beziehen sich auf eine
Schichtdicke von etwa 90µm. Das Lösungsmittel D2O besitzt eine breite IR-Absorption-Bande
um 1560 cm−1 (Kombination aus Biege- und Librations-Schwingung) dessen Maximum bei
Temperaturerhöhung etwas abnimmt und sich zu kleineren Wellenzahlen verschiebt [Mar91].
Dies führt in den Differenzspektren zu einer sigmoidalen Absorptionsänderung. Die durch
DNA-Moleküle und der beim Auflösen entstehenden HDO-Moleküle hervorgerufenen Bei-
träge zur Absorptionsänderung bei Erwärmung sind aufgrund der geringen Konzentrationen
im Verhältnis klein und können in erster Näherung vernachlässigt werden (siehe Anhang C.2).
Entsprechend kann aus den in Abbildung 5.6 gezeigten IR-Spektren mit Temperaturänderun-
gen im Bereich von 10 K bei bekanntem Temperaturanstieg auch das in den zeitaufgelösten
Experimenten zu erwartende Differenzsignal abgeschätzt werden.
Dabei ist wichtig, dass die spektrale Verschiebung und Amplitudenänderung in erster Nä-
herung linear von der Temperatur abhängt (dies wird in Anhang C.2 bestätigt) und damit
auch eine zunächst nicht homogene Temperaturverteilung im Beobachtungsfenster zu dem
gleichen Differenzsignal wie eine homogene Verteilung mit derselben Wärmeenergie führt
[Lia94]. Unter der Annahme, dass die gesamte von den AMP-Molekülen absorbierte Ener-
2Azulen (von span.: azul = blau) oder Cyclopentacyclohepten ist ein aromatischer Kohlenwasserstoff.
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Abb. 5.6: Infrarotspektren des Lösungsmittels D2O in Abhängigkeit von der Temperatur. Oben:
Absorptions-Spektren für die angegebenen Temperaturen. Unten: Differenzspektren gegenüber 295K.
Bei Temperaturerhöhung zeigt sich eine deutliche Verschiebung und Reduktion des Absorptionsma-
ximums um 1560 cm−1 (Biege- und Librations-Schwingung), die in den Differenzspektren zu einer
sigmoidalen Absorptionsänderung führt.
gie (∆Eabs.) an das Lösungsmittel abgegeben wird, sollte sich im Anregungsvolumen eine
Temperaturerhöhung gemäß
∆T =
∆Eabs.
ρ · V · cspez. (5.3)
ergeben. Mit der spezifischen Wärmekapazität (cspez. ∼ 4,2 J/gK) und Dichte (ρ ∼ 1 g/cm3) des
Lösungsmittels ergibt sich im Anregungsvolumen (V ∼ 2 · 10−12m3) unter den Anregungs-
bedingungen3 (absorbierte Energie ∆Eabs. ∼ 0, 45 µJ) eine mittlere Temperaturerhöhung von
etwa 50 mK.
Obwohl die aus diesem geringen Temperaturanstieg resultierenden Absorptionsänderungen
klein sind, lassen sie sich in den zeitaufgelösten IR-Experimenten nachweisen. Zum Bei-
spiel sind sie für die negativen Signalbeiträge (Offset) nach einer Verzögerungszeit von 10 ps
in den Zeitverläufen der Abbildung 5.1 B verantwortlich. Dieser Signalbeitrag entsteht mit
dem Abkühlen der AMP-Moleküle und bleibt im Weiteren konstant. Eine Veränderung im
Beobachtungsfenster ist erst zu erwarten, wenn die Wärme aus diesem Bereich diffundiert.
Dieser Prozess wird durch die Wärmeleitung im Lösungsmittel und zu den Küvettenfenstern
bestimmt und kann über die makroskopische Wärmediffusion abgeschätzt werden. Die Ab-
schätzung in Anhang C.2 zeigt, dass damit erst auf der Millisekunden-Zeitskala zu rechnen ist.
Im Beobachtungsfenster der zeitaufgelösten Messung (bis 4 ns) bleibt die Wärmemenge im
betrachteten Volumen deshalb in sehr guter Näherung konstant. Aus diesem Grund kann bei der
Dateninterpretation dieser Beitrag durch Differenzspektren, die auf eine Temperaturerhöhung
im Millikelvin-Bereich skaliert wurden, berücksichtigt werden.
3Auf das betrachtete Volumen mit Radius 85 µm (FWHM) entfallen etwa 50% der Gesamtenergie (∼ 1,2µJ)
von der bei einer angenommenen optischen Dichte von 0,7 etwa 80% absorbiert werden.
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5.2 Zeitaufgelöste IR-Spektroskopie an
AMP und poly(A)
Nach Erläuterung der in den zeitaufgelösten IR-Messungen auftretenden charakteristischen
Signalbeiträgen, werden in diesem Abschnitt die zeitaufgelösten IR-Messungen am Monomer
AMP und dem Polymer poly(A) besprochen. Das Augenmerk der Datenanalyse liegt dabei
vor allem auf Unterschieden, die durch Wechselwirkungen zwischen den Adenin-Basen im
Einzelstrang hervorgerufen werden können. Dazu werden die Messergebnisse für die beiden
Adenin-Derivate zunächst einander gegenüber gestellt und anschließend im Detail diskutiert.
5.2.1 AMP und poly(A): Zeitaufgelöste Messdaten
Einen ersten Überblick über die Messdaten erlauben die Konturdarstellungen in Abbildung 5.7.
Sie zeigen die zeitaufgelösten Absorptionsänderungen von AMP (links) und poly(A) (rechts)
nach UV-Anregung in Abhängigkeit von der Wellenzahl (1670 cm−1 - 1540 cm−1) und der
Verzögerungszeit (logarithmische Auftragung: 1 ps - 3 ns). Zusätzlich sind die Absorptionsspek-
tren der beiden Proben und die transienten Spektren für die angegebenen Verzögerungszeiten
zu sehen. In der Konturdarstellung zeigen sich zu Beginn starke Ausbleich-Signale im Bereich
der hochfrequenten Grundzustands-Absorptionsbanden (1624 cm−1 in AMP bzw. 1628 cm−1
in poly(A)). Zu kleineren Wellenzahlen schließt sich eine induzierte Absorption an, die im
Bereich der niederfrequenten Absorptionsbande (1577 cm−1 in AMP bzw. 1572 cm−1 in po-
ly(A)) moduliert ist. Während in AMP das Ausbleich-Signal im Wesentlichen zusammen mit
der induzierten Absorption auf einer Zeitskala von etwa 10 ps verschwindet, ist in poly(A) bis
in den Nanosekunden-Bereich ein deutliches Ausbleichen sichtbar. Die induzierte Absorption
verschwindet dagegen wie in AMP auf einer Zeitskala von 10 ps. Nach dieser ersten Über-
sicht werden die Unterschiede in den Ausbleich-Signalen und der induzierten Absorption nun
anhand der transienten Spektren in Abbildung 5.7 im Detail betrachtet.
Vergleich der transienten Spektren
Während in AMP nach 1 ps eine sehr gute Übereinstimmung zwischen dem Maximum der
Ausbleich-Signale um 1624 bzw. 1577 cm−1 und der Grundzustandsabsorption besteht, ist das
maximale Ausbleich-Signal in poly(A) (1631 cm−1) gegenüber dem Maximum der Grundzu-
standsbande (1628 cm−1) um etwa 3 cm−1 zu größerenWellenzahlen verschoben. Eine ähnliche
Verschiebung des Ausbleich-Signals tritt auch im Bereich der niederfrequente Absorptions-
bande (1572 cm−1) von poly(A) auf. Neben der spektralen Lage zeigt sich in den transienten
Spektren auch ein deutlicher Unterschied in den relativen Amplituden der Ausbleich-Signale
zur Grundzustandsabsorption. Obwohl die Messungen an beiden Molekülen unter ähnlichen
Anregungsbedingungen durchgeführt wurden (siehe experimentelle Parameter in den Abschnit-
ten 3.3 und 4.4) ist nach 1 ps das maximale Ausbleich-Signal im Verhältnis zur Grundzustands-
absorption in poly(A) größer als für AMP. Während in AMP das Ausbleich-Signal zum größten
Teil innerhalb der ersten 10 ps verschwindet, ist in poly(A) das Ausbleich-Signal um 1630 cm−1
nach 10 ps noch deutlich sichtbar. Einen detaillierten Blick auf die Absorptionsänderungen
nach 100 ps und 1 ns erlauben die beiden unteren transienten Spektren, die mit einem Faktor 5
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Abb. 5.7: Zeitaufgelöste IR-Messungen an den Adenin-Derivaten im Überblick. Von oben nach unten:
(i) Konturdarstellung der zeitaufgelösten Absorptionsänderungen an AMP (links) und poly(A) (rechts).
Die gestrichelten Linien kennzeichnen die Positionen für die in Abbildung 5.8 gezeigten Zeitverläufe. (ii)
Absorptionsspektrum von AMP (grün) und poly(A) (rot). (iii) Transiente Spektren für die angegebenen
Verzögerungszeiten. Die transienten Spektren nach 100ps und 1ns sind mit einem Faktor 5 skaliert.
Die blau gestrichelte Linie entspricht der zu erwartenden Absorptionsänderung des Lösungsmittels
D2O bei einer Erwärmung um etwa 35mK für AMP bzw. 30mK für poly(A).
gegenüber den anderen transienten Spektren skaliert sind. In AMP ist in beiden transienten
Spektren ein spektral breites, bis auf eine kleine Modulation bei 1624 cm−1 unstrukturiertes
Ausbleichen über den gesamten Spektralbereich zu sehen. Dagegen kommt es in poly(A),
wie in der Konturdarstellung deutlich zu sehen, zwischen 100 ps und 1 ns zu einer weiteren
Erholung des Ausbleich-Signals um 1630 cm−1. Dieser Absorptionsänderung ist wie in AMP
ein unstrukturierter negativer Beitrag überlagert, der sich in beiden Proben sehr gut durch
eine Absorptionsänderung aufgrund der Erwärmung des Lösungsmittels D2O von etwa 30mK
wiedergeben lässt (blau gestrichelte Linie).
Die in der Konturdarstellung der Abbildung 5.7 sichtbare induzierte Absorption zerfällt
sowohl in AMP als auch in poly(A) auf einer Zeitskala von 10 ps. In dieser Zeit zeigen die
transienten Spektren eine sehr ähnliche Dynamik, bei der sich das Maximum der induzierten
Absorption zwischen 1 und 3 ps vonWerten kleiner 1600 cm−1 nach etwa 1615 cm−1 verschiebt.
Deutliche Unterschiede zeigen sich jedoch beim Vergleich der Amplitude der induzierten
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Absorption im Verhältnis zum Ausbleich-Signal. Dieses Verhältnis ist in AMP wesentlich
größer als in poly(A), in dem die induzierte Absorption eine deutlich geringere Amplitude als
das Ausbleich-Signal besitzt.
Vergleich der Zeitverläufe
Die Dynamik der spektralen Unterschiede lässt sich durch einen Vergleich der Zeitverläufe
erschließen. Abbildung 5.8 zeigt die Zeitverläufe an den in der Konturdarstellung durch gestri-
chelte Linien markierte Spektralpositionen. Die Zeitverläufe bei 1623 und 1577 cm−1 für AMP
bzw. 1628 und 1572 cm−1 für poly(A) repräsentieren die Erholung der Ausbleich-Signale,
während der Zeitverlauf bei 1601 cm−1 den Zerfall der induzierten Absorption wiedergibt.
Neben den im vorigen Abschnitt diskutierten Signalbeiträgen am Zeitnullpunkt ist in beiden
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Abb. 5.8: Zeitverläufe für AMP und poly(A) an den angegebenen spektralen Positionen. Die Anpassung
der Daten für Verzögerungszeiten größer 2 ps (durchgezogene Linie) erfolgt mit einer Summe von
Exponentialfunktionen, die mit der Apparate-Funktion gefaltet wird. In Tabelle 5.1 sind die Fit-Parameter
angegeben.
Molekülen nach 1 ps eine starke Absorptionsänderung vorhanden, die innerhalb der ersten 10 ps
stark abnimmt. Dabei zeigt die Spiegelsymmetrie der Kurven, dass der Zerfall der induzierten
Absorption direkt mit der Erholung der Ausbleich-Signale verknüpft ist. Zu späteren Zeiten
(> 10 ps) sind in AMP im Rahmen der Messungenaugigkeit keine weiteren signifikanten Ab-
108
5.2 Zeitaufgelöste IR-Spektroskopie an AMP und poly(A)
sorptionsänderungen sichtbar. Dagegen zeigen sich in poly(A) weitere Absorptionsänderungen
bis in den Nanosekunden-Bereich.
Für einen quantitativen Vergleich der Kinetiken wurden die experimentellen Daten mit einer
Summe von Exponentialfunktionen (gefaltet mit der Apparate-Funktion) angepasst (siehe
Ausführungen in Abschnitt 3.3.3). Dabei wurde zunächst eine globale Analyse der Daten
für Verzögerungszeiten größer 1 ps durchgeführt (siehe Anhang E). Eine gute Repräsentation
der experimentellen Daten erfordert für die Anpassung der spektralen Verschiebdung der
induzierten Absorption (< 10 ps) die Verwendung mehrerer Zeitkonstanten (siehe Diskussion
in Abschnitt 5.1.3). Dabei ergibt die Fit-Routine nahe beieinander liegende Zeitkonstanten,
deren Amplituden sich zum Teil gegenseitig kompensieren und deren physikalische Bedeu-
tung fraglich ist. Aus diesem Grund wurden die in Abbildung 5.8 gezeigten Zeitverläufe
einzeln angepasst. Nur die Zeitkonstanten für Verzögerungszeiten größer 10 ps wurden aus
der globalen Analyse übernommen und in der Fitroutine festgehalten. Für das Erfassen der
Kinetik im Bereich der ersten 10 ps wurde eine Zeitkonstante frei iteriert. Die Ergebnisse dieser
Datenanpassung sind in der Abbildung 5.8 als durchgezogenen Linien und in Tabelle 5.1 als
Fit-Parameter wiedergegeben.
nProbe /cm-1 t1 / ps t2 / ps t3 / ps a1 a2 a3
AMP 1623 2,9 ¥ - -11,01 -0,29 -
1601 2,5 ¥ - 5,58 -0,22 -
1577 3,2 ¥ - -1,8 -0,2 -
poly(A) 1628 4,3 222 ¥ -4,22 -0,89 -0,32
1601 3,7 222 ¥ 1,3 0,03 -0,18
1572 4,6 222 ¥ -0,36 -0,04 -0,17

~
Tabelle 5.1: Fit-Parameter (Zeitkonstanten und Amplituden) für die Anpassung der Zeitverläufe in
Abbildung 5.8. Die Fit-Funktion entspricht einer Summe von Exponentialfunktionen, die mit der Apparate-
Funktion (Gauß-Funktion mit Halbwertsbreite = 350 fs (FWHM)) gefaltet werden. Die grau hinterlegten
Zeitkonstanten sind aus einer globalen Datenanalyse entnommen und wurden bei der Anpassung
festgehalten. Dabei berücksichigt die „Unendlich-Zeitkonstante“ den Offset in den Zeitverläufen.
In AMP können die Zeitverläufe für Verzögerungszeiten größer 2 ps an allen drei Positionen
gut durch eine mono-exponentielle Funktion mit einer Zeitkonstante von etwa 3 ps und einer
konstanten Absorptionsänderung (Offset), die im Fit durch eine „Unendlich-Zeitkonstante“
berücksichtigt wird, angepasst werden. In poly(A) ist dagegen mindestens eine weitere Zeit-
konstante nötig. Eine gute Anpassung der Daten ist für poly(A) mit einer Zeitkonstanten von 4 -
5 ps und einer weiteren mit etwa 220 ps möglich. Betrachtet man den Zeitverlauf bei 1628 cm−1
in Abbildung 5.8 für Zeiten größer 1 ns, zeigt sich eine weitere Absorptionsänderung, die mit
der bi-exponentiellen Datenanpassung nicht erfasst wird. Eine etwas bessere Darstellung ist
zum Beispiel mit drei Zeitkonstanten von 4 ps, 140 ps und 600 ps möglich. Allerdings wurde
im Hinblick auf die Vergleichbarkeit mit Literaturangaben im nächsten Abschnitt auf diese
Erweiterung verzichtet.
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5.2.2 AMP und poly(A): Dateninterpretation
Adenin-Derivate gehören zu den am häufigsten untersuchten DNA-Bausteinen, und mittlerweile
sind einige photophysikalische Eigenschaften dieser Moleküle bekannt. Für das in dieser Arbeit
untersuchte AMP-Molekül konnte zum Beispiel mit zeitaufgelöster UV/Vis-Absorptions-
Spektroskopie gezeigt werden, dass die Lebensdauer des angeregten Singulett-Zustands in
AMP nur etwa 300 fs beträgt [CH05].
Während in AMP die Desaktivierung praktisch vollständig über diesen ultraschnellen Pro-
zess abläuft, kommt es in poly(A) zur Besetzung langlebiger Zustände. Zum Beispiel zeigen
Messungen an Adenin-Homopolymeren (z.B. poly(A) bzw. poly(dA)) Zerfälle angeregter
Singulett-Zustände mit Lebensdauern im 100 Pikosekunden- und Nanosekunden-Bereich
(1-2 ns) [Ple00, CH04a]. Diese Zustände zeichnen sich durch eine deutlich rotverschobene
Fluoreszenz (λmax = 380 - 400 nm) im Vergleich zur Monomer-Fluoreszenz (λmax = 310 nm)
aus, die erstmals 1966 durch Eisinger und Mitarbeitern in Tieftemperatur-Experimenten be-
stimmt wurde [Eis66]. Als Ursache wird die Bildung von Excimer-ähnlichen Zuständen zwi-
schen benachbarten Basen [Bal82, Ple00,CH05,Kwo06] angenommen (siehe Ausführungen in
Abschnitt 2.3.2). Im Folgenden werden die im letzten Abschnitt beschriebenen IR-Messungen
an AMP und poly(A) in Hinblick auf diese Zuordnungen für Verzögerungszeiten größer 1 ps
diskutiert.
Interpretation der Messergebnisse für AMP
Die Absorption der ultravioletten Anregungs-Photonen erfolgt, wie in Abschnitt 4.2 diskutiert,
im Wesentlichen durch einen von zwei energetisch naheliegenden 1pipi*-Zuständen. Aus
diesem kommt es in Folge zu einer schnellen internen Konversion (IC) in den Grundzustand.
Dabei wird in zeitaufgelösten Fluoreszenz-Messungen eine mögliche Beteiligung beider 1pipi*-
Zustände bei der Desaktivierung durch das Auftreten von zwei Zeitkonstanten (130 und 450 fs)
diskutiert [Kwo06]. In den Arbeiten von Kohler und Mitarbeitern mit zeitaufgelöster UV/Vis-
Spektroskopie wird dagegen für die Desaktivierung nur eine Zeitkonstante (∼ 300 fs) für die
Desaktivierung angegeben [CH04b]. Als Ursache für diese sehr schnelle Desaktivierung wird
eine konische Durchschneidung diskutiert [Kwo06].
Da in den IR-Messungen die initiale Besetzung des 1pipi*-Zustands und dessen Desaktivie-
rung, wie in Abschnitt 5.1 diskutiert, durch die verschiedenen Signalbeiträge am Zeitnullpunkt
überlagert wird, lassen sich an dieser Stelle keine weiteren Aussagen zum Desaktivierungs-
prozess und der möglicherweise beteiligten Zwischenzustände treffen. Die IR-Messungen
zeichnen sich jedoch durch das Auftreten einer charakteristischen IR-Signatur für heiße
Grundzustands-Moleküle nach IC aus. Die nach IC der angeregten AMP-Moleküle entste-
henden heißen Moleküle besitzen ein zur Grundzustands-Absorption deutlich zu kleineren
Wellenzahlen verschobenes und wesentlich breiteres Absorptionsspektrum. Entsprechend ist
in den transienten Spektren ein Ausbleichen an den Grundzustandsbanden und eine zu kleine-
ren Wellenzahlen verschobene induzierte Absorption zu sehen. Der Energieübertrag an das
Lösungsmittel und das damit verbundene Abkühlen der Moleküle führt zu einem Verschieben
der induzierten Absorption und einem Rückgang des Grundzustands-Ausbleichens.
Eine Abschätzung für die Zeitskala, auf der der Energieübertrag an das Lösungsmittel statt-
findet, lässt sich aus dem zeitabhängigen Rückgang des Grundzustands-Ausbleichens erhalten.
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Der Zeitverlauf bei 1623 cm−1 in Abbildung 5.8 ist ein Maß für die Wiederbevölkerung des
Schwingungs-Grundzustands und lässt sich sehr gut mit einer mono-exponentiellen Zeitkon-
stante von 3 ps beschreiben. Nach dem Abklingen dieses Kühlprozesses bleibt das Signal im
Rahmen der Messungenauigkeit konstant. Jedoch ist ein Offset gegenüber der Nulllinie zu
erkennen. Der dominante Beitrag zu diesem Signal ist in den transienten Spektren in Abbil-
dung 5.8 bei 100 ps und 1 ns als spektral unstrukturiertes Ausbleichen sichtbar. Diese Signatur
entsteht innerhalb weniger Pikosekunden und lässt sich sehr gut durch eine Erwärmung des
Lösungsmittels D2O im Anregungungsvolumen von etwa 35mK beschreiben. Eine Tempera-
turänderung, die gut mit der unter den Messbedingungen zu erwartenden Temperaturerhöhung
übereinstimmt. Der Beitrag der gelösten AMP-Moleküle zu diesem Differenz-Signal kann
bei der gewählten Konzentration (∼ 7mM) vernachlässigt werden (siehe Anhang C.2). Auf-
grund der langsamen Wärmediffusion im Millisekunden-Bereich, bleibt das Differenzsignal
der Temperaturerhöhung im betrachteten Zeitbereich konstant. Mögliche Ursachen für das in
der Konturdarstellung und den transienten Spektren von AMP nach 1 ns vorhandene geringe
zusätzliche Ausbleichen im Bereich der Grundzustands-Bande bei 1624 cm−1 werden im
nächsten Abschnitt besprochen.
Modell zur Photophysik in AMP
Die Ergebnisse der zeitaufgelösten IR-Messungen an AMP lassen sich mit dem in Abbildung
5.9 dargestellten Modell interpretieren:
1. Absorption eines UV-Photons erfolgt durch einen 1pipi*-Übergang.
2. Interne Konversion (IC) aus dem elektronisch angeregten 1pipi*-Zustand (τIC < 300 fs) in
den schwingungs-angeregten elektronischen Grundzustand S0∗.
3. Energieumverteilung auf die Schwingungs-Moden des Moleküls und Energieabgabe an
die Lösungsmittelumgebung. Das Abkühlen erfolgt im Lösungsmittel D2O auf einer
Zeitskala von etwa 3 ps.
Damit decken sich die zeitaufgelösten IR-Messungen mit den aus zeitaufgelöster UV/Vis-
Absorptions- und Fluoreszenz-Spektroskopie bekannten Eigenschaften von AMP-Molekülen
in wässriger Lösung [CH04b].
AMP-ähnliche Zustände in poly(A)
Die Konturdarstellungen der beiden Adenin-Derivate (Abbildung 5.7) zeigen in den ersten
10 ps sehr ähnliche spektrale Signaturen. Offenbar treten auch in poly(A) nach 1 ps heiße
Adenin-Basen auf, die sich sehr ähnlich wie die Adenin-Basen in AMP verhalten. Dabei erfolgt
sowohl das Verschwinden der induzierten Absorption bei 1600 cm−1 als auch die Erholung des
Ausbleichens bei 1628 cm−1 in Abbildung 5.8 wie in AMP auf einer Zeitskala von wenigen
Pikosekunden. Allerdings deutet die exponentielle Datenanpassung für poly(A) mit einer
Zeitkonstante im Bereich von 4 ps auf eine etwas langsamere Kühlrate in poly(A) im Vergleich
zu AMP hin. Eine mögliche Erklärung für diesen Unterschied stellt die jeweilige Umgebung
der Adenin-Basen in den beiden Proben dar. In AMP ist jede Adenin-Base direkt von einer
Lösungsmittel-Hülle umgeben, die einen effizienten Energietransfer erlaubt. Dagegen ist in
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Abb. 5.9: Schematische Darstellung der in AMP nach UV-Anregung ablaufenden photophysikalischen
Prozesse: (1) Die UV-Absorption erfolgt durch einen 1pipi*-Übergang. (2) Anschließend kommt es zu
einer schnellen internen Konversion (IC) aus dem angeregten 1pipi*-Zustand in einen schwingungs-
angeregten „heißen“ Grundzustand. (3) Das Kühlen („Cooling“) erfolgt durch Energieabgabe an das
Lösungsmittel D2O auf einer Zeitskala von etwa 3ps.
poly(A) ein großer Teil der Oberfläche durch Adenin-Basen und nicht durch Lösungsmittel-
Moleküle gegeben.
Sowohl in AMP als auch in poly(A) kommt es demnach nach UV-Anregung zur Beset-
zung von Zuständen, die eine schnelle interne Konversion erfahren und in den zeitaufgelösten
IR-Messungen durch die charakteristische IR-Signatur „heißer“ Adenin-Basen identifiziert
werden können. Während in AMP jedoch praktisch alle angeregten Moleküle diesem Desakti-
vierungsweg folgen, weisen die Messdaten für poly(A) zusätzlich auf die Besetzung langlebiger
Zustände hin.
Diskussion der langlebigen Zustände in poly(A)
Betrachtet man die Amplitude der induzierten Absorption im Verhältnis zum Maximalen
Ausbleich-Signal, wird deutlich, dass in poly(A) nur ein Teil der angeregten Basen einer
Desaktivierung über eine sehr schnelle IC folgt. Diese Beobachtung ist in Übereinstimmung
mit den UV/Vis-Experimenten von Kohler und Mitarbeitern, die zeigen, dass im Modell-
System (dA)20 nur etwa 35% der angeregten Basen durch eine schnelle interne Konversion
(τIC < 1 ps) in den Grundzustand übergehen [CH05]. Mehr als die Hälfte der absorbierten
Anregungs-Photonen führen stattdessen zur Besetzung langlebiger Zustände mit Lebensdauern
im 100 Pikosekunden. Entsprechend lange Kinetiken sind auch in den IR-Messungen sichtbar.
Sie zeigen sich in den IR-Messungen in einem zum Grundzustands-Spektrum verschobenen
Ausbleichen, das sich gemäß den Zeitverläufen in Abbildung 5.8 ebenfalls auf einer Zeitskala
im 100 ps-Bereich erholt.
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Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtungen könnte die Bildung von Excimer-ähnlichen
Zustände sein, die seit langem in der Literatur diskutiert werden [Bal82, Ple00, CH05, Kwo06].
Allerdings ist bisher die IR-Absorption dieser Zustände nicht bekannt und damit eine eindeuti-
ge Identifizierung anhand der transienten Spektren zunächst nicht möglich. Aus diesem Grund
werden im Folgenden auch andere Prozesse und Zustände diskutiert, die für die beobachtete
IR-Signatur verantwortlich sein könnten.
Photo-Ionisation und Zwei-Photonen-Prozesse?
Wie bereits in Abschnitt 5.1.2 diskutiert, könnte es bei der UV-Anregung zur Ionisation
von Adenin-Basen kommen. Die dabei gebildeten Elektron-Kation-Paare könnten auf einer
100 Pikosekunden-Zeitskala rekombinieren oder Produkte mit benachbarten Basen oder den
Lösungsmittel-Molekülen bilden. Ein signifikanter Beitrag durch eine Ein-Photonen-Ionisation
ist jedoch sehr unwahrscheinlich, da die Quantenausbeute für die Ein-Photonen-Ionisation für
das Monomer (dAMP) bzw. für das Oligomer (dA)20 nur in einer Größenordnung von 0,01
bzw. 0,1% liegt [Mar06].
Eine andere Möglichkeit wäre jedoch eine Zwei-Photonen-Ionisation der Moleküle. Dieser
Prozess besitzt eine quadratische Abhängigkeit von der Anregungs-Intensität und lässt sich
demnach durch eine Variation der Anregungsenergie unter sonst gleichen Anregungsbedin-
gungen (Bündeldurchmesser, Impulsdauer) überprüfen. Das Ergebnis einer entsprechenden
Messreihe ist in Abbildung 5.10 zu sehen. Dargestellt ist die normierte Signalamplitude∆A/E
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Abb. 5.10: Normierte Absorptionsänderung in Abhängigkeit von der Anregungsenergie in poly(A). Dar-
gestellt ist die Energieabhängigkeit nahe dem Zeitnullpunkt (Dreiecke) und im Bereich der induzierten
Absorption (Kreise) bei 1600 cm−1, sowie die invertierten Werte im Bereich der negativen Absorptions-
änderung (Quadrate) bei 1626 cm−1. Die Datenanpassung erfolgt über eine lineare Fitfunktion. Eine
Steigung ungleich Null weist auf eine quadratische Abhängigkeit der Absorptionsänderungen von der
Anregungs-Energie und einen Zwei-Photonen-Prozess hin. Eine Steigung gleich Null kennzeichnet
dagegen einen Ein-Photonen-Prozess.
in Abhängigkeit von der Anregungsenergie E. Bei den verwendeten Energien (Intensitäten)
ist keine Sättigung der Übergänge zu erwarten und für einen reinen Zwei-Photonen-Prozess
ergibt sich eine quadratische Abhängigkeit der Signal-Amplitude von der Anregungsenergie
[Lac76]. Auf dieser Annahme basierend kann das normierte Signal (∆A
E
) über eine lineare
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Fitfunktion gemäß S = ∆A
E
= a · E + b angepasst werden. Eine Steigung mit a 6= 0 ist ein
Nachweis für einen Zwei-Photonen-Prozess. Dagegen liefert ein reiner Ein-Photonen-Prozess
einen konstanten Offset mit b 6= 0 und a = 0.
In der Abbildung 5.10 werden die normierten Signale bei einer Wellenzahl von 1600 cm−1
nahe dem Zeitnullpunkt (150 fs und 1 ps) und bei 1628 cm−1 (150 ps) miteinander verglichen.
Während um den Zeitnullpunkt ein deutlicher Anteil mit positiver Steigung (a 6= 0) auftritt,
ist die Steigung in den beiden anderen Signalverläufen in guter Näherung gleich Null. Diese
Beobachtung lässt sich wie folgt erklären. Am Zeitnullpunkt tritt ein quadratischer Beitrag auf,
der, wie in Abschnitt 5.1.2 diskutiert, durch die Zwei-Photonen-Ionisation des Lösungsmittels
erklärt werden kann. Dagegen ist für die Absorptionsänderungen nach 1 ps im Bereich der
induzierten Absorption („heiße“ Grundzustände) sowie die Erholung des Ausbleich-Signals
(Besetzung der langlebigen Zustände) kein signifikanter Beitrag durch einen Zwei-Photonen-
Prozess zu erkennen.
Dennoch kann im Rahmen der Messungenaugigkeiten das Auftreten einer Zwei-Photonen-
Ionisation im Bereich weniger Prozent nicht vollkommen ausgeschlossen werden. Diese
Möglichkeit wurde bereits bei der Diskussion der Nullpunkts-Signale am Beispiel AMP in
Abschnitt 5.1.2 angesprochen. Eine Photoionisation könnte dabei zum Beispiel für den in den
transienten Spektren nach 1 ns sichtbaren Offset im Bereich der Grundzustandsbande von AMP
(1624 cm−1) verantwortlich sein. Betrachtet man die Signalamplitude der transienten Spektren
in Abbildung 5.7 nach Abzug des Lösungsmittel-Anteils, so ergibt sich ein zusätzliches
Ausbleich-Signal von etwa 100µOD. Im Vergleich zum initialen Ausbleichen (≈ 6,4 mOD)
entspricht dies einem Anteil von etwa 1,5% der angeregten AMP-Moleküle. Da im Rahmen
der Messungenauigkeit keine Kinetiken mit Lebensdauern im 10 und 100 Pikosekunden-
Bereich nachweisbar sind muss dieses Ausbleichen durch die Bildung von Photoprodukten oder
langlebiger elektronischer Zustände verursacht werden. Leider gibt es in der Literatur bisher
keine IR-Spektren für das AMP-Anion und andere mögliche Reaktions-Produkte dieser Spezies
mit den Lösungsmittel-Molekülen [Cad92, Can92b, Can92a], die einen direkten Nachweis in
den transienten Spektren ermöglichen würden.
Triplett-Zustände?
Eine andere mögliche Erklärung für die beobachteten Ausbleich-Signale und das damit verbun-
dene „Fehlen“ an Grundzustands-Molekülen auf der 100 Pikosekunden- und Nanosekunden-
Zeitskala beruht auf der Besetzung von Triplett-Zuständen. Diese können, wie in Abbildung
2.16 schematisch dargestellt, durch Interkombination (ISC) aus dem angeregten Singulett-
Zustand besetzt werden und weisen aufgrund des „spin-verbotenen“ Übergangs in den elektro-
nischen Grundzustand vergleichweise lange Lebensdauern auf. Zum Beispiel wird für AMP in
wässriger Lösung von einer Lebensdauer des energetisch niedrigsten Triplett-Zustands (T0) in
der Größenordnung von einer Mikrosekunde ausgegangen. Aus diesem Grund erscheint ein
Beitrag auf der 100 ps-Zeitskala sehr unwahrscheinlich. Es sei denn, die Wechselwirkungen
der Adenin-Basen in poly(A) führen zu einem Löschen von Triplett-Zuständen auf dieser
Zeitskala. Allerdings liegen die Quantenausbeuten für die Bildung von Triplett-Zuständen in
AMP weit unter einem Prozent und sind damit die niedrigsten von allen DNA-Nukleotiden
[Cad92]. Basierend auf diesen Ergebnissen ist auch in poly(A) nicht mit einer signifikanten
Besetzung (im Bereich von mehreren 10%) von Triplett-Zuständen zu rechnen.
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Langlebige Singulett-Zustände — Excimere
Eine Erklärung für die langlebigen Zustände in poly(A) können nach den oben durchgeführ-
ten Betrachtungen nur noch elektronische Singulett-Zustände liefern. Zum Beispiel wurden
in Anreg-Abtast Experimenten im UV/Vis-Bereich bzw. mit zeitaufgelöster Fluoreszenz-
Spektroskopie an poly(A) Zerfallskonstanten von 154 ps [CH04b] bzw. 180 ps [Kwo06] nach-
gewiesen. Auch Fluoreszenz-Zerfälle auf der Nanosekunden Zeitskala (1 - 2 ns) sind bekannt
[Bal82, Ple00, CH04a]. Diese langlebigen Zustände werden auf die Bildung von Excimer-
Zuständen zwischen den aromatischen Adenin-Basen zurückgeführt, bei denen es zu einer
Verteilung der Anregungsenergie auf zwei eng benachbarte Basen und einem gebundenen
angeregten Zustand kommt (Excimer = „excited dimer“, siehe auch Abbildung 2.17).
Da die in den IR-Messungen an poly(A) gefundenen Zerfallszeiten in der gleichen Größen-
ordnungen sind, liegt es nahe, diese Zustände auch für die beobachteten IR-Signale verantwort-
lich zu machen. Dabei können für die auftretenden Unterschiede in den Zeitkonstanten mehrere
Ursachen verantwortlich sein. Zum Beispiel könnten die Unterschiede zwischen [CH04b]
(∼ 150 ps) und [Kwo06] (∼ 180 ps) Ausdruck der Unsicherheiten bei der multiexponentiellen
Datenanpassung sein [Ist99]. Sie können aber auch auf einen nicht exponentiellen Charakter
der Desaktivierung dieser Zustände hinweisen, die durch eine Datenanpassung mit Expo-
nentialfunktionen nur bedingt wiedergegeben werden kann. Die in dieser Arbeit bestimmte
Zeitkonstante für die Erholung der Ausbleich-Signale in Abbildung 5.8 ist mit rund 220 ps
größer als die oben genannten Literaturangaben. Dabei ist jedoch zu berücksichtigen, dass zum
einen bei dieser Datenanpassung das Auftreten einer Kinetik im Nanosekunden-Bereich nicht
berücksichtigt wurde und zum anderen Unterschiede in den Lebensdauern angeregter Zustände
auch durch einen Isotopen-Effekt verursacht werden können. Während sich die Angaben in
[CH04b, Kwo06] auf Messungen in H2O beziehen, wurden die IR-Messungen dieser Arbeit im
Lösungsmittel D2O durchgeführt. Tatsächlich sind Isotopen-Effekte, die zu einer Verlängerung
der beobachteten Zerfallszeiten führen, bereits aus zeitaufgelösten UV/Vis-Messungen bekannt.
Zum Beispiel ergab sich bei einem direkten Vergleich zwischen (dA)18·(dT)18 in H2O und D2O
eine Verlängerung der Lebensdauer der beobachteten langlebigen elektronischen Zustände von
66 auf 150 ps [CH04b]. Die genaue Ursache für diesen Effekt ist jedoch noch nicht geklärt. Die
folgenden Betrachtung zeigt, dass es weitere Indizien für die Bildung von Excimer-ähnlichen
Zuständen in poly(A) gibt.
Informationen zum Anteil der in poly(A) durch UV-Anregung besetzten langlebigen Zu-
ständen lassen sich durch einen Vergleich der transienten Spektren von AMP und poly(A)
mit dem Grundzustands-Absorptionsspektren gewinnen. Dazu werden die transienten Spek-
tren von AMP und poly(A) nach 1 und 10 ps in Abbildung 5.11 noch einmal im Detail
betrachtet. Links sind die transienten Spektren von AMP zusammen mit dem invertierten
Grundzustands-Spektrum von AMP gezeigt, das den unter den Anregungsbedingungen zu
erwartenden Anteil an angeregten Adenin-Basen (∼ 7%) wiederspiegelt (grüne Linie). Da die
in AMP nach 1 ps vorliegenden heißen Grundzustands-Moleküle ein deutlich zu kleineren Wel-
lenzahlen verschobenes Absorptions-Spektrum besitzen, sollte sich das transiente Spektrum
aus einem Ausbleichen der Grundzustands-Absorption und einer induzierten Absorption im
niederfrequenten Bereich der Spektrums zusammensetzen. Tatsächlich lässt sich das maximale
Ausbleich-Signal bei 1624 cm−1 sehr gut durch ein invertiertes Grundzustands-Spektrum wie-
dergeben, das zu kleineren Wellenzahlen durch eine positive Absorptionsänderung überlagert
wird.
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Abb. 5.11: Vergleich der transienten Spektren von AMP und poly(A) für Verzögerungszeiten von
1 und 10ps mit der Grundzustandsabsorption. Links: Die grüne Linie entspricht dem invertierten
Grundzustands-Spektrum von AMP für die unter den Anregungsbedingungen zu erwartende Anregung
von etwa 7 % der Adenin-Basen. Die spektrale Form des Ausbleich-Signals nach 1ps stimmt sehr
gut mit dem invertierten Grundzustands-Spektrum überein. Rechts: Die rote Linie entspricht dem
invertierten Grundzustands-Spektrum von poly(A) für eine unter den Anregungsbedingungen zu
erwartende Anregung von etwa 5 % der Adenin-Basen. Die gestrichelte rote Linie ist eine Anpassung
des invertierten Grundzustands-Spektrum von poly(A) an die hochfrequente Flanke der transienten
Spektren nach 1 bzw. 10 ps entsprechend den angegebenen Skalierungsfaktoren. Die Unterschiede
deuten darauf hin, dass bei der Anregung ein größerer Anteil an Adenin-Basen in einen angeregten
Zustand übergeht, als man bei der Anregung einzelner Adenin-Basen in poly(A) erwarten würde.
Führt man die gleiche Analyse für poly(A) durch, zeigt sich ein deutlicher Unterschied.
Unter der Annahme, dass sich die Adenin-Basen in poly(A) wie in AMP verhalten und die An-
regung auf diese Basen lokalisiert bleibt, würde man unter den experimentellen Bedingungen
für poly(A) nach 1 ps ein Ausbleichen entsprechend der roten Linie (∼ 5% der Adenin-Basen
im Anregungsvolumen) in Abbildung 5.11 erwarten. Das nach 1 ps auftretende maximale
Ausbleich-Signal ist jedoch deutlich größer und zu größeren Wellenzahlen (1631 cm−1) ver-
schoben. Mit einer spektralen Breite von 12 cm−1 (FWHM) ist es zudem etwa 30% schmäler
als die Grundzustandsbande mit etwa 18 cm−1 (FWHM). Wie lassen sich diese Unterschiede
erklären?
Eine Erklärung für ein Ausbleich-Signal das größer ist, als man für einzelne Basen erwarten
würde, besteht in der Bildung von Komplexen zwischen zwei oder mehr benachbarten Basen.
Besitzen diese Komplexe keine Absorption bei der betrachteten Grundzustands-Absorption,
führt dies zu einem Differenzsignal, das mindestens einen Faktor 2 größer ist als man bei
der Anregung einer isolierten Base erwarten würde. Eine Anpassung an das Differenzsignal
sollte demnach durch eine entsprechende Skalierung des Grundzustands-Spektrums möglich
sein. Die rot gestrichelten Linien in Abbildung 5.7 stellen das mit einem Faktor 2 (transientes
Spektrum nach 1 ps) bzw. mit einem Faktor 1 (transientes Spektrum nach 10 ps) skalierte und
invertierte Gundzustands-Spektrum der angeregten Adenin-Basen (∼ 5%) dar. Mit diesen
Skalierungsfaktoren ergibt sich eine sehr gute Anpassung der transienten Spektren von poly(A)
in der hochfrequente Flanke des Ausbleich-Signals. Da nach 1 ps noch Signalbeiträge durch die
nach der schnellen IC entstanden heißen Moleküle berücksichtigt werden müssen und auf der
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Pikosekunden-Zeitskala möglicherweise dynamische Vorgänge bei der Bildung der langlebigen
Zustände auftreten (siehe Diskussion in [Kwo06]) wird für die folgende Abschätzung nur
das 10 ps-Differenzspektrum verwendet. Nimmt man an, dass sich dieses Differenzspektrum
nur aus einem Ausbleichen der Grundzustands-Absorption und der induzierten Absorption
durch die langlebigen Zustände zusammensetzt, entspricht der Skalierungsfaktor von 1 dem
eigentlich erwarteten Anteil von ∼ 5% angeregter Adenin-Basen.
Mit dieser Größe lässt sich eine Abschätzung für den Anteil möglicher Excimer-Zustände
durchführen. Unter der Annahme, dass bei der Bildung der langlebigen elektronisch angereg-
ten Zustände jeweils nur zwei Basen beteiligt sind, lässt sich das Differenz-Spektrum durch
Excimer-Zustände erklären, die bei etwa 50% der ursprünglich absorbierten UV-Photonen ge-
bildet werden. Dieser Wert ist eine obere Grenze, da möglicherweise auch mehr als zwei Basen
daran beteiligt sein könnten. Er ist jedoch in guter Übereinstimmung mit anderen Abschät-
zungen zu den Ausbeuten für Excimer-Zustände in einzelsträngigen Adenosin-Oligomeren
[CH04b, CH05]. Wie in [CH04b] diskutiert, legt dieser hohe Anteil einen direkten Zusam-
menhang mit dem Anteil gestapelt vorliegender Adenin-Basen in poly(A) nahe. In [Dew79]
wird von einem Anteil von etwa 65% gestapelter Adenin-Basen in poly(A) ausgegangen.
Entsprechend deutet die hier durchgeführte Abschätzung darauf hin, dass ein großer Anteil der
in Basen-Stapeln erfolgten Anregung zur Bildung von Excimer-Zuständen führt.
IR-Signatur der langlebigen Zustände in poly(A)
Bisher gibt es in der Literatur keine IR-Absorptionsspektren für mögliche Excimer-Zustände
in Adenin-Homopolymeren. Aus diesem Grund wird im Folgenden versucht diese wichtige
Information aus den zeitaufgelösten IR-Experimenten zu extrahieren. Abbildung 5.12 zeigt das
aus der globalen Datenanalyse gewonnene Amplituden-Spektrum (siehe Anhang E) für den
Zerfall der langlebigen Zustände mit einer Zeitkonstante von ∼ 220 ps. Unter obiger Annahme
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Abb. 5.12: Bestimmung der IR-Absorption der in poly(A) auftretenden langlebigen Zustände. Das
IR-Spektrum dieser Zustände (blaue Linie) ergibt sich aus der Fit-Amplitude (schwarze Linie) für die
langlebigen Zustände durch Addition des Grundzustands-Spektrums (rot gestrichelte Linie).
setzt sich dieses Spektrum (schwarze Linie) aus dem Ausbleichen des Grundzustands und der
Absorption der Excimer-Zustände zusammen. Durch Addition des Grundzustands-Spektrums
(rot gestrichelte Line) ergibt sich daraus die Absorption der Excimer-Zustände (blaue Li-
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nie). Die Absorptionsmaxima des auf diese Weise bestimmten „Excimer-Spektrums“ liegen
bei 1625 cm−1 und 1573 cm−1. Die hochfrequente Bande ist gegenüber dem Grundzustand
(1628 cm−1) etwas zu niedrigeren Wellenzahlen verschoben. Zudem ist die spektrale Breite der
hochfrequenten Bande mit etwa 14 cm−1 um etwa 25% kleiner als im Grundzustand (18 cm−1).
Die IR-Absorption der Excimer-Zustände zeichnet sich demnach im Wesentlichen durch eine
Reduktion der Oszillatoren-Stärke und eine kleine Verschiebung im Bereich der C=N- und
C=C-Doppelbindungen aus.
Sowohl die Rotverschiebung als auch die geringere Breite sind nicht unerwartet. Bei der Be-
setzung eines anti-bindenden Molekülorbitals kommt es im Allgemeinen zu einer Erniedrigung
der an der Schwingungsmode beteiligten Kraftkonstanten und damit zu einer Erniedrigung der
Schwingungsfrequenz. Zum Beispiel konnte in einem Experiment an Lumazin-Molekülen die
nach UV-Anregung (∼ 400 nm) auftretende IR-Signatur des angeregten Singulett-Zustands
bestimmt und eine deutliche Rotverscheibungen (in der Größenordnung von einigen 10 cm−1)
der Schwingungsbanden nachgewiesen werden [Sch08]. In diesem Zusammenhang könnte die
relativ kleine Rotverschiebung (∼ 4 cm−1) in poly(A) ein Hinweis auf die Verteilung der Anre-
gungsenergie auf mehrere Adenin-Basen sein. Die geringere spektrale Breite könnte dadurch
erklärt werden, dass bei der Excimer-Bildung ein Sub-Ensembles an Adenin-Basen betrachtet
wird, die sich in engem Kontakt zu benachbarten Adenin-Basen befinden. Der Kontakt zu
Lösungsmittel-Molekülen, der in der Regel zu einer Bandenverbreiterung führt, wird dadurch
minimiert.
Modell zur Photophysik in poly(A)
Die hier durchgeführten IR-Messungen zeigen deutlich, dass die Wechselwirkungen zwischen
Adenin-Basen in DNA-Einzelsträngen auch im infraroten Spektralbereich nachweisbar sind.
Die Ergebnisse zur Photophysik von poly(A) lassen sich mit dem in Abbildung 5.13 darge-
stellten Zwei-Zustands-Modell interpretieren. In diesem Modell werden die Basen je nach
ihrer Anordnung in der Helix entweder als „isoliert“ oder in Wechselwirkung mit benachbarten
Adenin-Basen angesehen [Rei80]. In den „isolierten“ oder AMP-ähnlichen Basen erfolgt
die Absorption eines UV-Photons, wie in Abschnitt 5.2.2 für AMP diskutiert, durch einen
1pipi*-Übergang der Adenin-Base. Aus diesem ist eine schnelle IC möglich, die zur Bildung
heißer Grundzustands-Basen und der für diese Zustände typischen IR-Signatur führt. In den
gestapelt vorliegenden Basen kommt es dagegen zu Wechselwirkungen, die den Charakter
der elektronischen Anregung und mögliche Desaktivierungspfade entscheidend beeinflussen.
Dabei konnte bisher nicht eindeutig geklärt werden, ob die Anregung in gestapelt vorliegenden
Basen auf zwei oder mehr Basen delokalisiert erfolgt (Exciton-Zustände) oder ob die Anregung
zunächst auf eine Base lokalisiert ist und anschließend eine dynamische Bildung möglicher
Excimer-Zustände stattfindet [Wil76]. Zum Beispiel wurden in [Kwo06] die Ergebnisse an
einem Adenosin-Oligonukleotid mit einer zunächst auf einzelne Basen lokalisierten Anregung
interpretiert, in deren Folge es zur dynamischen Bildung von Excimer-Zuständen kommt. Al-
lerdings weist eine theoretische Studie zu den elektronischen Zuständen in Adenin-Multimeren
darauf hin, dass sich die experimentellen Ergebnisse aus [Kwo06] auch mit einer zunächst über
mehrere Basen delokalisierten Anregung erklären lassen. Die hier durchgeführten Experimente
können aufgrund der am Zeitnullpunkt auftretenden Überlagerung verschiedener Beiträge
keines der beiden Modelle ausschließen. In Abbildung 5.13 wird deshalb der bei der Anregung
118
5.2 Zeitaufgelöste IR-Spektroskopie an AMP und poly(A)
IC
S0
1
pipi*
S0
(A) Monomer-Like Decay Pathway (B) Decay Pathway in Base Stacks
SB
Decay
~ 200 ps
+ Slower
Excimer-Like
 States
< 1 ps
E
ne
rg
y
~ 1 ps
UV UV
UV Excitation
N
NN
N
ND2
N
N N
N
ND2
N
N N
N ND2
N
N N
N ND2
N
N N
N
ND2
UV Excitation
N
NN
N
ND2
N
N N
N
ND2
N
N N
N ND2
N
N N
N ND2
N
N N
N
ND2
Vibrational
Cooling 
 ~ 3 ps
Abb. 5.13: Schematische Darstellung der nach UV-Anregung besetzten Zustände in poly(A). Die
Anordnung der Basen entscheidet, ob ein langlebiger Excimer-Zustand gebildet wird oder nicht. (A)
Ist die betroffene Base nicht in einer gestapelten Konformation mit benachbarten Basen oder in einer
(„random-coil“)-Struktur, verhält sie sich ähnlich wie eine Base in einem AMP-Molekül und wird über
eine schnelle IC desaktiviert. (B) Erfolgt die Anregung dagegen in einem Bereich des Einzelstrangs in
dem zwei oder mehrere Basen gestapelt und damit in großer räumlicher Nähe vorliegen, erfolgt die
Anregung in einen elektronischen Zustand (SB) der möglicherweise über mehrere Base delokalisiert
ist. Aus diesem kann es zur Bildung von Excimer-Zuständen kommen. Im Molekülschema wurde die
Deuterierung der Adenin-Basen im Lösungsmittel D2O berücksichtigt.
besetzte Zustand allgemein als SB („bright state“) gekennzeichnet, ohne explizite elektronische
Zuordnung. Aus diesem Zustand kann es zur Bildung von Excimeren kommen, denen ein
hoher Elektron-Transfer-Charakter zugeschrieben wird [San07]. Wie bei der Interpretation
der IR-Messungen dargelegt, ist bei der Besetzung dieser Zustände offenbar der Anteil an
gestapelt vorliegenden Basen ein wesentliches Kriterium. In den Basen-Stapeln werden die
Adenin-Basen in engem Kontakt und parallel zueinander gehalten. Auf der einen Seite kann
diese Einschränkung dazu führen, dass die für eine konische Durchschneidung nötige Struktur-
änderung im angeregten Zustand nicht möglich ist und eine mögliche Desaktivierung dadurch
verhindert wird. Auf der anderen Seite ist durch die Wechselwirkung (elektronische Kopplung)
der Basen der Übergang in einen stabilisierten Excimer-ähnlichen Zustand möglich, der mit
der IC konkurriert. Über die Mechanismen, die zu der Entvölkerung der Excimer-Zustände
führen, ist bisher wenig bekannt. Die Zerfallszeiten umfassen, wie in dieser Arbeit bestätigt,
einen relativ großen Bereich (100 ps - 1 ns) [CH05]. Möglicherweise spielen konformationelle
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Änderungen bei der komplexen Dynamik eine wichtige Rolle. Studien zur Bildung und Desak-
tivierung Excimer-ähnlicher Zustände in Adenosin-Oligomeren könnten zum Beispiel unter
Variation der Probentemperatur erfolgen, da in diesen Experimenten der Anteil der in Stapeln
vorliegenden Adenin-Basen gezielt variiert werden könnte.
Obwohl die hier diskutierten Excimer-Zuständen seit langem als mögliche Vorstufen für
Photoprodukte und Schäden in der DNA diskutiert werden, konnte bei der UV-Belichtung
von poly(A) keine signifikante Bildung von Photoprodukten festgestellt werden. Anders ist
die Situation in dem im Folgenden betrachteten Oligonukleotid (dT)18. In diesem konnte in
Kapitel 4 die Bildung von CPD-Schäden in stationären Belichtungsexperimenten nachgewiesen
werden.
5.3 Zeitaufgelöste IR-Spektroskopie an
TMP und (dT)18
Seit 1960 ist bekannt, dass UV-Strahlung für die Bildung von CPD-Schäden zwischen benach-
barten Thymin-Basen in der DNA verantwortlich ist. Bisher konnte jedoch weder die Zeitskala,
auf der die Photoreaktion abläuft, noch der Mechanismus eindeutig geklärt werden (siehe
Diskussion in Abschnitt 2.3.3). In diesem Abschnitt soll nun die Bildung dieser Photoschäden,
erstmals mit zeitaufgelöster IR-Spektroskopie im Pikosekunden-Bereich untersucht werden.
Dazu werden Messungen am Monomer TMP mit Messungen am Oligomer (dT)18 verglichen,
in dem die Bildung von Thymin-Dimeren in Abschnitt 4.3 unter stationären Bedingungen
nachgewiesen wurde.
5.3.1 TMP und (dT)18: Zeitaufgelöste Messdaten
Einen ersten Überblick zu den in TMP und (dT)18 auftretenden Absorptionsänderungen bieten
die Konturdarstellungen in den Abbildungen 5.14 und 5.15. Während Abbildung 5.14 den
Bereich zwischen 1775 und 1575 cm−1 umfasst, ist in Abbildung 5.15 der Fingerprint-Bereich
zwischen 1550 und 1310 cm−1 dargestellt. Diese Aufteilung ermöglicht eine separate Skalie-
rung der beiden Messbereiche, die stark unterschiedliche Signalamplituden aufweisen, und
erleichtert den direkten Vergleich der Messdaten. Zusätzlich sind in den Abbildungen die
Grundzustands-Absorptionsspektren der Moleküle und transiente Spektren an ausgewählten
Zeitpunkten nach der Anregung abgebildet. Im Folgenden werden die Messergebnisse im
Detail beschrieben und miteinander verglichen.
Vergleich der Konturdarstellungen
Die Konturdarstellungen der beiden Moleküle zeichnen sich in beiden Spektralbereichen
durch sehr ähnliche transiente Signale aus. Zu Beginn zeigen sich starke negative Absorptions-
änderungen (Ausbleichen) im Bereich der Grundzustands-Absorptionsbanden. Zudem sind
spektral breite positive Absorptionsänderungen (induzierte Absorption) um 1750 cm−1 und vor
allem im Fingerprint-Bereich zwischen 1460 und 1375 cm−1 deutlich sichtbar. Ein Großteil
der Ausbleich-Signale und der induzierten Absorption verschwindet auf einer Zeitskala von
etwa 10 ps. Zwischen 100 ps und 1 ns ist in beiden Molekülen eine weitere Erholung der
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Abb. 5.14: Darstellung der zeitaufgelösten Messdaten für TMP (links) und (dT)18 (rechts) im Bereich
der hochfrequenten Doppelbindungs-Schwingungen. Von oben nach unten: (i) Konturdarstellung der
zeitaufgelösten Absorptionsänderungen. Die gestrichelten Linien kennzeichnen die Positionen für die in
Abbildung 5.16 dargestellten Zeitverläufe. (ii) Grundzustands-Absorptionsspektrum von TMP (grün) und
(dT)18 (rot). (iii) Transiente Spektren für die angegebenen Verzögerungszeiten. Die blau gestrichelte
Linie entspricht der Absorptionsänderung bei einer Erwärmung des Lösungsmittels D2O um etwa
45mK.
Ausbleich-Signale zu sehen. Gleichzeitig kommt es auf dieser Zeitskala zu einer Reduktion
der induzierten Absorption um 1750 cm−1. Offenbar treten in beiden Molekülen sehr ähnliche
Prozesse auf, deren spektrale Eigenschaften im nächsten Abschnitt ausführlich beschrieben
werden.
Vergleich der transienten Spektren
Einen detaillierten Blick auf die spektralen Signaturen der Absorptionsänderungen erlauben
die transienten Spektren in Kombination mit den Grundzustands-Spektrum in den Abbildun-
gen 5.14 und 5.15. Eine Pikosekunde nach der Anregung sind in beiden Spektralbereichen
starke Ausbleich-Signale sichtbar, deren spektrale Position (1681, 1661, 1630 und 1481 cm−1
für TMP, bzw. 1693, 1664, 1632 und 1479 cm−1 für (dT)18) sehr gut mit den Grundzustands-
Absorptionsspektren der Moleküle übereinstimmen. So lassen sich zum Beispiel die transienten
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Abb. 5.15: Darstellung der zeitaufgelösten Messdaten von TMP (links) und (dT)18 (rechts) im
Fingerprint-Bereich. Von oben nach unten: (i) Konturdarstellung der spektral- und zeitaufgelösten
Absorptionsänderungen. Die gestrichelten Linien kennzeichnen die Spektralpositionen für die in Abbil-
dung 5.16 dargestellten Zeitverläufe. (ii) Grundzustands-Absorptionsspektrum von TMP (grün) und
(dT)18 (rot). (iii) Transiente Spektren für die angegebenen Verzögerungszeiten. Die blau gestrichelte
Linie entspricht der Absorptionsänderung bei einer Erwärmung des Lösungsmittels D2O um etwa
45mK.
Spektren in Abbildung 5.15 nach 1 ps sehr gut durch ein invertiertes Grundzustands-Spektrum
beschreiben, dem in Anschluss an die Ausbleich-Signale um 1480 cm−1 eine spektral breite
induzierte Absorption zu kleineren Wellenzahlen überlagert ist. Nach 3 ps ist in diesem Spek-
tralbereich eine deutliche Verschiebung der induzierten Absorption zu größeren Wellenzahlen
zu erkennen. Gleichzeitig kommt es zu einer Reduktion der Ausbleich-Signale bei 1480 cm−1.
Zehn Pikosekunden nach der Anregung ist nur noch zwischen 1470 und 1310 ein schwacher
positiver Beitrag sichtbar. Die Amplitude des Ausbleich-Signals bei 1480 cm−1 ist gegenüber
den Werten nach 1 ps um etwa 80 % zurückgegangen.
Diese Betrachtung lässt sich auch auf den Spektralbereich zwischen 1775 und 1575 cm−1
übertragen. Auch hier ist nach 1 ps ein dem invertierten Grundzustands-Spektrum sehr ähn-
liches Ausbleichen zu erkennen. Der Beitrag einer zu kleineren Wellenzahlen verschobenen
induzierten Absorption ist um 1600 cm−1 sichtbar. Zwischen 1700 und 1620 cm−1 ist sie offen-
bar durch das sich überlappende und breite Ausbleichen im Bereich der Grundzustandsbanden
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überlagert. Nach zehn Pikosekunden ist eine deutliche Erholung der Ausbleich-Signale zu
erkennen, die mit dem Zerfall der induzierten Absorption um 1600 cm−1 verknüpft ist. Betrach-
tet man in den Abbildungen 5.14 bzw. 5.15 die mit dem angegebenen Faktor multiplizierten
transienten Spektren nach 100 ps und 3 ns, zeigt sich ein praktisch konstantes Differenzsi-
gnal, dass durch Absorptionsänderungen im Bereich der starken Ausbleich-Signale und einer
Abnahme der schwachen induzierten Absorption um 1750 cm−1 moduliert wird. Dieses „Un-
tergrundsignal“ erstreckt sich über beide Spektralbereiche mit einem positiven Differenzsignal
zwischen 1500 und 1350 cm−1 und einem negativen Beitrag an den übrigen Spektralpositio-
nen. Im Fingerprint-Bereich (Abbildung 5.15) zeigt sich, dass dieser Signalbeitrag sehr gut
durch die blau gestrichelte Linie wiedergegeben wird, die der Absorptionsänderung bei einer
Erwärmung des Lösungsmittels um etwa 50mK entspricht (siehe Anhang 5.1.3). Mit dieser
Zuordnung wird deutlich, dass dieser Beitrag auch in Abbildung 5.14 einen Großteil der nach
3 ns beobachteten Absorptionsänderungen erklären kann. Dabei zeigt sich in beiden Moleküle
für Wellenzahlen größer 1750 cm−1 eine positive Abweichung von diesem Beitrag.
Neben diesen Gemeinsamkeiten sind nach 3 ns jedoch auch deutliche Unterschiede zwi-
schen den transienten Spektren von TMP und (dT)18 sichtbar. Zum einen ist das transiente
Spektrum von (dT)18 zwischen 1725 und 1600 cm−1 deutlich stärker moduliert. Zum anderen
treten in (dT)18 im Fingerprint-Bereich positive Absorptionsänderungen auf (1465, 1402 und
1320 cm−1), die in TMP nicht vorhanden sind.
Vergleich der Zeitverläufe
Nach den spektralen Eigenschaften der transienten Spektren werden nun die Kinetiken der Ab-
sorptionsänderungen in den Bereichen der Ausbleich-Signale und der induzierten Absorption
untersucht. Dazu sind in Abbildung 5.16 die Zeitverläufe für die in den Abbildungen 5.14 und
5.15 durch gestrichelte Linien gekennzeichneten Spektralpositionen einander gegenübergestellt.
Die Datenanpassung (siehe Abschnitt 3.3.3) erfolgt über eine Summe von Exponentialfunk-
tionen (gefaltet mit der Apparatefunktion). Dabei wurde zunächst eine globale Datenanalyse
durchgeführt, deren Ergebnisse — mit Angabe der Zeitkonstanten und Fitamplituden — in
Anhang E dargestellt sind. In beiden Molekülen sind drei Zeitkonstanten im Pikosekunden-
Bereich und weitere Zeitkonstanten in der Größenordnung von 100 ps bzw. 1 ns notwendig. Da
jedoch, wie bereits in Abschnitt 5.2.1 diskutiert, für die Beschreibung der Verschiebung der
induzierten Absorption (< 10 ps) eine exponentielle Datenanpassung nicht geeignet ist, wurde
jeder Zeitverlauf in Abbildung 5.16 einzeln angepasst. Bei dieser Datenanpassung wurde für
die Wiedergabe der „schnellen“ Kinetik im Bereich kleiner 10 ps eine Zeitkonstante frei iteriert,
während für Zeiten größer 10 ps die Werte aus der globalen Datenanalyse übernommen und in
der Fitroutine festgehalten wurden. Die Zeitverläufe erfordern für eine gute Repräsentation der
Daten mindestens 4 Zeitkonstanten, die zusammen mit den entsprechenden Fitamplituden in
Tabelle 5.2 angegeben sind.
Kinetiken im Pikosekunden-Bereich
Im Folgenden werden die bei der Datenanpassung gefundenen Zeitkonstanten für TMP und
(dT)18 miteinander verglichen. Auf der Pikosekunden-Zeitskala lassen sich sowohl die nach
einer Pikosekunde auftretenden Zerfälle der induzierten Absorption als auch die Reduktion
der Ausbleich-Signale mit sehr ähnlichen Zeitkonstanten beschreiben. Dies wird zum Beispiel
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Abb. 5.16: Zeitverläufe für TMP (links) und (dT)18 (rechts) an den angegebenen Spektralpositionen.
Die Datenanpassung (durchgezogene Linien) erfolgt für Verzögerungszeiten größer 2 ps mit einer
Summe von Exponentialfunktionen, die mit der Apparatefunktion gefaltet werden. In Tabelle 5.1 sind
die entsprechenden Fit-Parameter angegeben.
in den für beide Thymin-Derivate nahezu spiegelsymmetrischen Signalverläufe bei 1478 und
1445 cm−1 deutlich. Im Fall von TMP liegen die Zeitkonstanten für die schnelle Komponen-
te (τ1) zwischen 1,8 und 3,1 ps. Für (dT)18 ergeben sich Zeitkonstanten zwischen 2,8 und
3,9 ps. Eine Ausnahme bildet dabei nur der Zeitverlauf bei 1630 cm−1 der sich durch eine
Zeitkonstante von etwa 7 ps anpassen lässt.
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Probe /cm-1 t1 / ps t2 / ps t3 / ps t4 / ps a1 a2 a3 a4
TMP 1752 3,1 97 1073 ¥ 0,19 -0,013 0,077 -0,062
1626 3,1 97 1073 ¥ -1,32 0,066 -0,42 -0,36
1575 2,1 97 ¥ - 1,38 0,045 -0,15 -
1478 2,3 97 1073 ¥ -1,77 -0,004 -0,009 0,024
1445 1,8 ¥ - - 0,49 0,086 - -
1350 2,5 ¥ - - 0,28 0,016 - -
(dT)18 1752 3,3 104 1055 ¥ 0,18 0,04 0,048 -0,015
1630 6,8 104 1055 ¥ -0,69 -0,084 -0,16 -0,407
1575 2,6 104 ¥ - 0,79 0,22 -0,12 -
1478 3,9 104 1055 ¥ -1,23 -0,064 -0,056 -0,011
1445 2,8 ¥ - - 0,39 0,088 - -
1350 2,8 104 ¥ - 0,25 0,052 0,026 -

~ν
Tabelle 5.2: Fit-Parameter (Zeitkonstanten und Amplituden) für die Datenanpassung der Zeitverläufe
in Abbildung 5.16. Die Fit-Funktion entspricht einer Summe von Exponentialfunktionen, die mit der
Apparate-Funktion (Gauß-Funktion mit Halbwertsbreite von 350 fs (FWHM)) gefaltet werden. Die
grau hinterlegten Zeitkonstanten sind einer globalen Datenanalyse entnommen und wurden in der
Fit-Routine festgehalten.
Kinetiken im 100 Pikosekunden- und Nanosekunden-Bereich
In TMP lassen sich die Zeitverläufe bei 1575, 1445 und 1350 cm−1 mit nur einer schnellen Zeit-
konstante und einem Offset („Unendlich“-Komponente) beschreiben. Dies ist in (dT)18 nur bei
1445 cm−1 möglich. An allen anderen Spektral-Positionen sind weitere Zeitkonstanten für eine
gute Beschreibung der Daten notwendig. Dabei liefern die Zeitkonstanten aus der globalen Da-
tenanalyse (97 ps und 1073 ps für TMP, bzw. 104 ps und 1055 ps für (dT)18) auch in der einzeln
durchgeführten Datenanpassung eine sehr gute Repräsentation der Absorptionsänderungen.
Obwohl in beiden Proben ähnliche Zeitkonstanten auftreten unterscheiden sie sich deutlich
in den Amplituden (siehe Tabelle 5.2). In TMP besitzt die 1 ns-Komponente eine im Vergleich
zur 100 ps-Komponente wesentlich größere Amplitude und dominiert die Zeitverläufe bei
1752, 1626 und 1478 cm−1. Dabei trägt sie insgesamt nur einen kleinen Anteil zur Reduktion
des Ausbleichens bei 1626 und 1478 cm−1 bei. Anders ist die Situation in (dT)18. Hier liegen
die Amplituden der 100 ps-Komponente und 1 ns-Komponente in der gleichen Größenordnung.
Beide Anteile tragen deutlich zum Zerfall der induzierten Absorption bei 1752 cm−1 und
der Erholung des Grundzustands bei 1630 und 1478 cm−1 bei. Im Gegensatz dazu ist in den
Zeitverläufen bei 1575 und 1350 cm−1 nur die 100 ps-Komponente deutlich zu erkennen. Die
Unterschiede in den Zeitverläufen und den transienten Spektren sind Gegenstand des nächsten
Abschnitts.
5.3.2 TMP und (dT)18: Dateninterpretation
Die Beobachtung, dass die zeitaufgelösten IR-Messungen an TMP und (dT)18 sehr ähnliche
Absorptionsänderungen aufweisen, legt nahe, dass sich ein Großteil der angeregten Basen in
(dT)18 wie im Monomer TMP verhält. In Anbetracht der Ergebnisse von Crespo-Hernández
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und Mitarbeitern ist dies nicht unerwartet. Sie konnten mit zeitaufgelöster UV/Vis-Absorptions-
Spekroskopie zeigen, dass sowohl in TMP als auch in (dT)18 etwa 85-90% der Basen nach
UV-Anregung über eine schnelle interne Konversion (∼ 700 fs) in den Grundzustand übergehen
[CH05]. Zudem wurden für beide Thymin-Derivate langlebige Zustände mit Lebensdauern im
100 Pikosekunden-Bereich und für (dT)18 auch ein Beitrag mit einer Zeitkonstante von 800 ps
gefunden. Als mögliche Ursache für diese langlebigen Zustände wird für beide Moleküle die
Besetzung von 1npi*-Zuständen diskutiert. Auf die Frage nach der Zeitskala für die Bildung
von CPD-Schäden konnte jedoch in diesen Experimenten keine eindeutige Antwort gegeben
werden. Die zeitaufgelösten IR-Messungen werden nun im Hinblick auf diese Frage und die
aus den UV/Vis-Messungen bekannten Ergebnisse diskutiert.
IR-Absorption heißer Thymin-Basen
Die ersten Pikosekunden (< 10 ps) nach der UV-Anregung werden in beiden Molekülen
durch starke Ausbleich-Signale an den Positionen der Grundzustands-Banden und eine zu
kleineren Wellenzahlen verschobene induzierte Absorption dominiert. Die damit verbundenen
sigmoidalen Signaturen in den transienten Spektren sind, wie in Abschnitt 5.1.3 diskutiert,
charakteristisch für schwingungsangeregte (heiße) Grundzustands-Moleküle. Dabei bewirkt
die Anharmonizität und die anharmonische Kopplung der hochfrequenten Schwingungsmoden
an niederfrequente Moden eine spektrale Verschiebung der Infrarotabsorption, die zu den
sigmoidalen Absorptionsänderungen führt. Das Verschwinden dieser Signalbeiträge ist ein
Maß für den Energieübertrag an das Lösungsmittel [Sch04]. Abschätzungen zu der Kühlrate
lassen sich deshalb zum Beispiel aus dem Zeitverlauf des Ausbleich-Signals bei 1478 cm−1
und der induzierten Absorption bei 1445 cm−1 in Abbildung 5.16 erhalten. Sowohl der Zerfall
der induzierten Absorption als auch die Erholung des Ausbleich-Signals erfolgen mit einer
Zeitkonstante von etwa 2 ps für TMP bzw. 4 ps für (dT)18. Beide Werte stimmen damit, unter
Berücksichtigung einer etwas langsameren Kühlrate in D2O gegenüber H2O [Mid07b], sehr
gut mit den Angaben in [CH05, Kui05] überein.
Der Unterschied zwischen den Kühlraten im Monomer TMP und dem Oligomer (dT)18 ist
ähnlich groß wie zwischen den beiden Adenin-Derivaten AMP und poly(A), die in Abschnitt
5.2.1 untersucht wurden. Entsprechend stellt auch hier die unterschiedliche Umgebung der
Basen eine Erklärung für das schnellere Abkühlen von TMP-Moleküle dar. Während in TMP
jede Thymin-Base direkt von einer Lösungsmittel-Hülle umgeben ist, die einen effizienten
Energietransfer an das Lösungsmittel erlaubt, ist in (dT)18 ein großer Teil der Oberfläche durch
weitere Thymin-Basen und nicht durch D2O-Moleküle gegeben.
Die beim Abkühlen der heißen Moleküle an das Lösungsmittel abgegebene Schwingungs-
Energie führt zu einer Erwärmung des Anregungsvolumens. Dieser Vorgang ist die Erklärung
für die in den transienten Spektren nach 100 ps und 3 ns (Abbildungen 5.14 und 5.15) zu
sehende Absorptionsänderung (blau gestrichelte Linie), die einer Temperaturerhöhung des
Lösungsmittels von etwa 45mK entspricht. Dieser Wert ist in sehr guter Übereinstimmung mit
der unter den Anregungsbedingungen zu erwartenden Temperaturerhöhung von etwa 50mK.
Aufgrund der im Vergleich langsamen Wärmediffusion (siehe Anhang C.2) aus dem Beob-
achtungsvolumen (Millisekundenbereich) bleibt diese Signatur im betrachteten Zeitbereich
(< 3 ns) praktisch konstant.
Eine Erklärung für das Auftreten heißer Grundzustands-Moleküle nach 1 ps bietet die
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bereits in der Einleitung zu diesem Abschnitt erwähnte schnelle (< 1 ps) interne Konversi-
on (IC) von Thymin-Basen nach UV-Anregung. Der Anteil der Basen, die dieser schnellen
Desaktivierung folgen, lässt sich durch eine Analyse der Ausbleich-Signale abschätzen. Die
Absorptionsänderungen im Bereich der Ausbleich-Signale spiegeln die Wiederbevölkerung
des Schwingungs-Grundzustands wieder. Da das Ausbleich-Signal um 1480 cm−1 nur unwe-
sentlich durch Beiträge anderer Absorptionsbanden überlagert wird, ist in diesem Bereich
eine einfache Abschätzung möglich. Das Ausbleich-Signal bei 1478 cm−1 (Abbildung 5.16)
zeigt zwischen einer und zwanzig Pikosekunden eine Reduktion, die etwa 90% der angeregten
TMP-Moleküle bzw. etwa 85% der angeregten Thymin-Basen in (dT)18 entspricht. Damit sind
die hier bestimmten Ausbeuten für die IC in sehr guter Übereinstimmung mit den Ergebnissen
aus [CH05] und für die sehr ähnlichen transienten Spektren der Thymin-Derivate innerhalb
der ersten 10 ps verantwortlich. Deutliche Unterschiede zeigen sich erst in den transienten
Spektren nach 100 ps und 3 ns. Die dabei auftretenden Unterschiede im Fingerprint-Bereich
könnten ein Hinweis auf die Bildung von Photoschäden in (dT)18 sein.
Nachweis von Thymin-Dimeren
Eines der Hauptziele dieser Arbeit ist die Bestimmung der Zeitskala auf der die Bildung von
Thymin-Dimeren in (dT)18 abläuft. Zu diesem Zweck wurde in Kapitel 4.2 die IR-Absorption
dieser Schäden bestimmt. Allerdings liegt die erwartete Quantenausbeute für diese Photo-
reaktion nur im Bereich weniger Prozent (2-3%) [Mar05]. Demnach liefern über 90% der
angeregten Moleküle Signalbeiträge, die der Signatur des Photoschadens überlagert sein kön-
nen. Dies trifft vor allem auf den Bereich der hochfrequenten Schwingungsbanden zwischen
1775 und 1575 cm−1 zu, in dem sich die Signale mehrerer Grundzustandsbanden überlagern.
Da die Bildung des Zyklobutan-Rings mit einem Verschwinden der C=C Doppelbindung
verknüpft ist (siehe Abschnitt 4.2) sollte es im Fall einer Bildung von Thymin-Dimeren zu
einem Ausbleichen der Absorptionsbande um 1630 cm−1 kommen. Tatsächlich findet sich in
zeitaufgelösten IR-Messungen an (dT)18 ein Ausbleichen in diesem Bereich. Diese Absorp-
tionsänderung könnte jedoch auch andere Ursachen haben. Zum einen wird dieser Bereich
zu frühen Zeiten (< 10 ps) durch die Signatur der heißen Grundzustands-Moleküle überlagert,
zum anderen könnte ein entsprechendes Ausbleich-Signal auch durch die Bildung anderer
Photoprodukte oder langlebiger Zustände hervorgerufen werden. Diese Probleme treten im
Fingerprint-Bereich zwischen 1310 und 1550 cm−1 nicht auf. Hier sollte sich die Bildung
von Thymin-Dimeren eindeutig durch die Absorption der in Abschnitt 4.2 bestimmten Dimer-
Marker-Banden (1465, 1402, 1320 cm−1) nachweisen lassen. Aus diesem Grund wird in der
weiteren Diskussion dieser Spektralbereich betrachtet.
In Abbildung 5.17 A sind die transienten Spektren von TMP und (dT)18 bei einer Verzö-
gerungszeit von 3 ns dargestellt. Dabei zeigt sich, dass die Absorptionsänderung durch die
Erwärmung des Lösungsmittels in beiden Proben in guter Näherung gleich groß ist. Zwei
Punkte sind dafür verantwortlich: (i) Zum einen wurde die Konzentration der Thymin-Basen
so gewählt, dass die optische Dichte der Proben bei der Anregungswellenlänge und damit die
Anzahl der pro Laserschuss absorbierten Photonen in etwa gleich groß ist. (ii) Zum anderen
verhält sich offenbar ein Großteil der angeregten Thymin-Basen in (dT)18 ähnlich wie in
TMP, so dass in beiden Thymin-Derivaten die absorbierte Energie auf ähnlichen Zeitskalen
an das Lösungsmittel abgegeben wird. Unterschiede zeigen sich jedoch bei 1465, 1402 und
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Abb. 5.17: Links: Vergleich der transienten Spektren von TMP und (dT)18 mit der IR-Signatur von
CPD-Schäden. (A) Transiente Spektren von TMP und (dT)18 nach 3 ns. (B) Differenz-Spektren zwischen
(dT)18 und TMP für 3 ns und 15ps. (C) Differenzspektrum zur Bildung von CPD-Schäden zwischen
Thymin-Basen in (dT)18 (siehe stationäre Belichtungs-Experimenten in Abschnitt 4.3). Rechts: Kontur-
darstellung der Differenz zwischen (dT)18 und TMP. Das Auftreten der Dimer-Marker-Banden zwischen
1 und 20ps zeigt, dass die Bildung von CPD-Schäden auf einer Zeitskala von einer Pikosekunde
erfolgt.
1320 cm−1. An diesen Spektralpositionen sind in (dT)18 zusätzlich positive Absorptionsände-
rungen sichtbar. Da in diesem Spektralbereich die Grundzustands-Absorptionsspektren der
beiden Moleküle sehr ähnlich sind, lassen sich diese spektralen Unterschiede durch eine Sub-
traktion des TMP-Signals vom (dT)18-Signal hervorheben. Das auf diese Weise gewonnene
Differenzspektrum nach 3 ns ist in Abbildung 5.17 B dargestellt. Darunter ist ein entsprechen-
des Differenz-Spektrum für eine Verzögerungszeit von 15 ps zu sehen. Beide können nun mit
dem für die CPD-Bildung erwarteten Differenzspektrum (siehe Abbildung 5.17 C) aus den
stationären Belichtungs-Experimenten (siehe Abschnitt 4.3) verglichen werden. Sowohl nach
3 ns als auch nach 15 ps stimmen die Unterschiede zwischen TMP und (dT)18 sehr gut mit den
Dimer-Marker-Banden überein, und zeigen eindeutig, dass Dimer-Schäden bereits 15 ps nach
der UV-Anregung vorhanden sind.
Die Entwicklung dieser Banden zwischen 0 und 20 ps ist in Abbildung 5.17 in Form einer
Konturdarstellung gezeigt. In dieser Darstellung wird deutlich, dass die Absorption der Dimer-
Marker-Banden bei 1402 und 1320 cm−1 bereits 1 ps nach dem Zeitnullpunkt auftritt. Bei der
dritten Spektralposition (1465 cm−1) wird die Dimer-Marker-Bande für Verzögerungszeiten
kleiner 4 ps durch einen negativen Beitrag überlagert, der auf die unterschiedlichen Kühlraten
von TMP und (dT)18 und die Differenzbildung zurückzuführen ist. Die nach IC entstehenden
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heißen Moleküle führen im Bereich der Grundzustands-Absorptionsbande um 1480 cm−1 zu
einer ausgeprägten sigmoidalen Signatur in den transienten Spektren von TMP und (dT)18.
Bei der Subtraktion ((dT)18- TMP) werden die Unterschiede im Abkühlverhalten deutlich und
überlagern die positive Absorption durch das Entstehen des Dimer-Schadens bei 1465 cm−1
für Verzögerungszeiten kleiner 4 ps.
Aussagen zur Bildung von CPD-Schäden für den Zeitbereich kleiner 1 ps sind sehr schwierig.
In diesem Zeitbereich werden die Signale, wie in Abschnitt 5.1 diskutiert, durch die IR-
Absorption der angeregten elektronischen Zustände (τIC ∼ 700 fs) und Lösungsmitteleffekte
überlagert. Der eindeutige Nachweis der Dimer-Marker-Banden bereits 1 ps nach der UV-
Anregung zeigt jedoch, dass die Dimer-Bildung extrem schnell abläuft und parallel zur internen
Konversion sichtbar wird.
Bestimmung der Quantenausbeute
Neben der Bestimmung der Zeitskala, auf der die Bildung von CPD-Schäden abläuft, ist die
Bestimmung der Quantenausbeute der Reaktion von ebenso großer Bedeutung. Die Quanten-
ausbeute ergibt sich aus der Anzahl der nach UV-Absorption gebildeten Dimere, geteilt durch
die Anzahl der angeregten Thymin-Basen. Unter der Annahme, dass jede angeregte Thymin-
Base in (dT)18 auch zu einem Dimer mit einer benachbarten Thymin-Base weiter reagieren
kann — dies ist unter den verwendeten Anregungsintensitäten und Konzentrationen gewähr-
leistet —, lässt sich die Quantenausbeute auch durch die Konzentration der Thymin-Basen (c0)
vor der Anregung und der Konzentration der gebildeten CPD-Schäden (cCPD) ausdrücken:
ΦCPD =
cCPD
η · c0 . (5.4)
In Gleichung 5.4 wird der Anteil der tatsächlich angeregten Thymin-Basen durch den Faktor
η berücksichtigt. Diese Größe lässt sich zum Beispiel aus dem initialen Ausbleichen der
Grundzustands-Absorptionsbande bei 1480 cm−1 abschätzen und liegt bei etwa 5%. Eine
Abschätzung basierend auf der Energie der Anregungsimpulse, dem Anregungsvolumen,
der Absorption und der Konzentration liefert mit rund 5,2% eine vergleichbare Größe. Mit
den in den zeitaufgelösten IR-Messungen bestimmten Absorptionsänderung ∆Afs und der
in Abschnitt 4.3.2 für (dT)18 pro Base bestimmten Extinktionskoeffizienten CPD und (dT)18
ergibt sich die Quantenausbeute mit
∆Afs = cCPD · d(2CPD − 2(dT)18) (5.5)
zu:
ΦCPD =
1
η · c0 ·
∆Afs
d(2CPD − 2(dT)18)
. (5.6)
Bei der Aufstellung der Gleichung 5.5 wurde berücksichtigt, dass bei der Anregung eines
Thymins gemäß der Gleichung [T* + T → T=T] zwei Thymin-Basen reagieren. Für die
Bestimmung der Quantenausbeute ist die Dimer-Marker-Bande um 1402 cm−1 am geeignetsten,
da in ihrer Nähe keine starke Grundzustand-Absorptionsbande liegt die das Signal der Thymin-
Dimere überlagert.
Unter den experimentellen Bedingungen werden etwa 5% der Thymin-Basen im Anregungs-
volumen angeregt. Die in Abbildung 5.17 A bestimmte Differenz zwischen den transienten
Spektren von (dT)18 und TMP (∆Afs) ist ein Maß für die Absorptionsänderung aufgrund
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der Dimer-Bildung und beträgt bei 1402 cm−1 etwa 0,025 mOD. Daraus ergibt sich mit den
Extinktionskoeffizienten (CPD ∼ 150M−1cm−1 bzw. (dT)18 ∼ 40M−1cm−1) und der Aus-
gangskonzentration (c0 ∼ 10mM) eine Quantenausbeute von ΦCPD ∼= 2,5%. Aufgrund der
Messungenaugigkeiten (Angabe der Extinktionskoeffizienten, Schichtdicke) sowie den Unsi-
cherheiten beim Abschätzen des Anteils der angeregten Moleküle liegt die Unsicherheit bei
± 0,5% und demnach die Quantenausbeute zwischen 2 und 3%.
Zeitskalen der Dimer-Bildung
Obwohl die Darstellung in Abbildung 5.17 nahelegt, dass die oben bestimmte Quantenausbeute
bereits eine Pikosekunde nach der Anregung vorliegt, stellt sich die Frage, ob es nach einer
initialen Bildung von Thymin-Dimeren (< 1 ps) zu weiteren Photoreaktionen auf einer längeren
Zeitskala kommt? Zum Beispiel wurde ja in Abschnitt 4.3 die Bildung von CPD-Schäden
zwischen TMP-Molekülen nachgewiesen, zwischen denen die Reaktion diffusionslimitiert
und bei den verwendeten Konzentrationen nur über einen langlebigen Triplett-Zustand mög-
lich ist. Zudem sind in den Messungen an (dT)18 und TMP Absorptionsänderungen auf der
100-Pikosekunden-Zeitskala sichtbar, die möglicherweise mit der Dimer-Bildung in (dT)18
verknüpft sind. Diese Frage lässt sich durch einen Vergleich der Zeitverläufe von TMP und
(dT)18 an den Positionen der Dimer-Marker-Banden untersuchen. In Abbildung 5.18 ist die
Differenz der Absorptionsänderungen zwischen TMP und (dT)18 ein Maß für den Anteil
der in (dT)18 gebildeten CPD-Schäden. Für die Zeitverläufe bei 1402 und 1320 cm−1 ist die
Differenz zwischen (dT)18 entsprechend der Konturdarstellung in Abbildung 5.17 bis 1 ps nach
UV-Anregung vorhanden. Bei 1465 cm−1 wird diese Signatur für Zeiten kleiner 4 ps — wie
bereits für die Konturdarstellung in Abbildung 5.17 diskutiert — durch die unterschiedlichen
Kühlzeiten der beiden Proben überlagert. Im Rahmen der Messungenauigkeit findet sich nach
Abklingen der Kühlprozesse (> 10 ps) jedoch in keinem der Zeitverläufe eine Zunahme dieses
Differenzsignals. Offenbar tragen also die in den Messdaten vor allem im Bereich zwischen
1775 und 1575 cm−1 sichtbaren Zerfälle von Zuständen — mit Zeitkonstanten im Bereich
von 100 ps und 1 ns — nicht wesentlich zur Dimer-Bildung bei. Aufgrund der sehr guten
Übereinstimmung der oben bestimmten Quantenausbeute mit den Literaturangaben ist auch
auf einer noch längeren Zeitskala nicht mit einem weiteren signifikanten Beitrag zu rechnen.
Diskussion der langlebigen Zustände
Die bisherige Dateninterpretation ergab, dass etwa 85 - 90% der angergeten Thymin-Basen
in TMP und (dT)18 eine schnelle Desaktivierung über eine interne Konversion (< 1 ps) in
den Grundzustand erfahren. Eine weitere Wiederbevölkerung des Grundzustands erfolgt erst
auf der 100 ps- und ns-Zeitskala. Dabei ist auch nach 3 ns noch keine vollständige Erholung
im Bereich der Grundzustands-Banden erreicht. Bevor der mögliche Charakter dieser lang-
lebigen Zustände diskutiert wird, werden die nach 3 ns auftretenden transienten Spektren
unter Berücksichtigung der bisher eindeutig bestimmten Signalbeiträge diskutiert. Zu diesen
Signalbeiträgen gehört neben der Erwärmung des Lösungsmittels (∆T ∼ 50mK) auch die
Bildung von CPD-Schäden in (dT)18. Dem „Fehlen“ von Molekülen im Grundzustand wird
bei der folgenden Analyse durch ein invertiertes Grundzustands-Spektrum Rechnung getragen.
Die entsprechenden Signalbeiträge für TMP und (dT)18 sind in Abbildung 5.19 dargestellt.
Dabei sind in der oberen Hälfte der Graphen die einzelnen Beiträge (Lösungsmittel (blau),
130
5.3 Zeitaufgelöste IR-Spektroskopie an TMP und (dT)18
0.0
0.4
 
 
 
Ab
so
rb
an
ce
 C
ha
ng
e 
/ m
O
D
1465 cm-1
1401 cm-1
 
 
0.0
0.4
 
 
 
 
 
 
 
0 2 4 6 8 10
0.0
0.4
 
 
 
Delay Time / ps
100 1000
 
 
1320 cm-1
 (dT)18
 TMP
Abb. 5.18: Zeitverläufe an den angegebenen Wellenzahlen im Bereich der Dimer-Marker-Banden
für TMP (grüne Kreise) und (dT)18 (rote Dreiecke). Die Linien entsprechen einer Datenanpassung
aus einer Summe von Exponentialfunktionen. An allen drei Spektral-Positionen ist ein deutlicher
Absorptions-Unterschied zwischen TMP und (dT)18 zu erkennen, der ein Maß für die Ausbeute an
Dimer-Schäden darstellt. Im logarithmisch aufgetragenen Zeitbereich zwischen 10 ps und 3 ns ist keine
weitere Dimer-Bildung nachweisbar.
CPD-Schäden (rot), invertierte Grundzustands-Spektren für TMP (grün) und (dT)18 (violett))
dargestellt. In der unteren Hälfte wird die Summe aus diesen Beiträgen (grau gestrichelte Linie)
mit den transienten Spektren nach 3 ns verglichen.
Im Fingerprint-Bereich zwischen 1550 und 1310 cm−1 lässt sich das transiente Spektrum
von TMP sehr gut durch eine Summe aus dem Signal der Lösungsmittelerwärmung und
einem invertieren Grundzustands-Spektrum, das etwa 4% der ursprünglich angeregten TMP-
Moleküle entspricht, wiedergeben. Eine ebenso gute Repräsentation des transienten Spektrums
ist für (dT)18 möglich, wenn man zum Lösungsmittel-Beitrag ein invertiertes Grundzustands-
Spektrum addiert, das etwa 3% der angeregten Thymin-Basen entspricht und zusätzlich
das Signal der CPD-Bildung für eine Quantenausbeute von 3% berücksichtigt. Überträgt
man die im Fingerprint-Bereich erhaltenen Signalbeiträge auf den Bereich der Carbonyl-
Banden zwischen 1700 und 1600 cm−1, zeigt sich auch in diesem Spektralbereich eine recht
gute Übereinstimmung. So ist zum Beispiel für (dT)18 auch in diesem Spektralbereich die
Signatur des CPD-Schadens deutlich als Modulation des transienten Spektrums nach 3 ns
sichtbar. Deutliche Abweichungen ergeben sich jedoch im Bereich der langlebigen induzierten
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Abb. 5.19: Analyse der Signalbeiträge in den transienten Spektren nach 3 ns für TMP (links) und (dT)18
(rechts). Beiträge durch die Erwärmung des Lösungsmittels sind blau eingezeichnet. Dem Fehlen an
Grundzustands-Molekülen wird durch invertierte Grundzustands-Spektren für TMP (grün) und (dT)18
(violett) Rechnung getragen. Die Absorptionsänderung durch die Bildung von CPD-Schäden (∼ 3%)
in (dT)18 ist rot eingezeichnet. Im Fingerprint-Bereich zwischen 1550 und 1310 cm−1 ist im Rahmen
der Messungenauigkeit eine sehr gute Anpassung der transienten Spektren mit diesen Beiträgen
möglich (gestrichelte graue Linie). Dagegen zeigen sich im Bereich der Carbonyl-Schwingungen (1775
- 1575 cm−1) kleine aber deutliche Abweichung vor allem für Wellenzahlen größer 1700 cm−1.
Absorption um 1750 cm−1.
Für diese Abweichungen und das „Fehlen“ an Grundzustands-Molekülen im Prozent-Bereich
können langlebige elektronische Zustände oder Photoprodukte verantwortlich sein. Zu mögli-
chen Photoprodukten zwischen Thymin-Basen gehören neben den CPD-Schäden zum Beispiel
Photohydrate oder der (6-4)-Photoschaden. Allerdings ist aus der Literatur bekannt, dass die
Ausbeuten für diese Reaktionen in den betrachteten Systemen weit unter einem Prozent liegen
[Cad92]. Sie scheiden demnach als Begründung aus. Stattdessen werden in den nächsten
Abschnitten weitere Möglichkeiten diskutiert.
Photo-Ionisation und Zwei-Photonen-Prozesse?
Wie in Abschnitt 5.1.2 für AMP diskutiert, könnte es auch bei der UV-Anregung der Thymin-
Derivate zu einer Photoionisation der Basen kommen. Bei der Photoionisation von Thymin
entsteht ein Thymin-Kation, das entweder mit einem Elektron in Lösung rekombinieren oder
über Folgereaktionen mit den umgebenden Wassermolekülen weiter reagieren kann. Zum Bei-
spiel ist eine Deprotonierung [Thy+ → Thy•(-H)] oder Hydratisierung [Thy+ → Thy•(OH)]
der Base möglich [Ora85, Cad90]. Auch mit den bei der Ionisation entstehenden solvatisierten
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Elektronen kann eine Reihe von Produkten [e−aq + Thy→ Thy− H2O→ Produkte] gebildet werden
[Ste92]. Bisher sind jedoch keine IR-Spektren dieser Photoprodukte bekannt, die eine eindeuti-
ge Zuordnung in den transienten Spektren erlauben würde. Dennoch lassen sich Obergrenzen
für die Bildung möglicher Ionisationsprodukte angeben.
In Anbetracht der Ergebnisse aus [Mar06] scheint dabei ein signifkanter Beitrag durch eine
Ein-Photonen-Ionisation äußerst unwahrscheinlich. Weder für TMP noch für das Thymidin-
Oligomer (dT)20 wurde in Belichtungs-Experimenten mit UV-Strahlung (266 nm) eine signifi-
kante Ein-Photonen-Ionisation beobachtet. Eine andere Möglichkeit wäre ein Zwei-Photonen-
Prozess, der zur Ionisation von Thymin-Basen führt [Ora85, Reu96, Reu00]. Da die Zwei-
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Abb. 5.20: Normierte Absorptionsänderung für (dT)18 in Abhängigkeit von der Anregungsenergie.
Dargestellt ist die Abhängigkeit nahe dem Zeitnullpunkt (Dreiecke) bei 1588 cm−1 und im Bereich der
Ausbleich-Signale bei 1626 cm−1 nach 1 und 100ps (Kreise und Quadrate). Die Werte bei 1626 cm−1
sind invertiert dargestellt. Die Datenanpassung erfolgt über eine lineare Fitfunktion. Eine Steigung
ungleich Null weist auf eine quadratische Abhängigkeit der Absorptionsänderungen von der Anregungs-
Energie und einen Zwei-Photonen-Prozess hin. Eine Steigung gleich Null kennzeichnet dagegen einen
Ein-Photonen-Prozess.
Photonen-Ionisation quadratisch mit der Anregungsintensität skaliert, lässt sich ihr Auftreten
durch Variation der Anregungsintensität überprüfen. Da eine entsprechende Datenanalyse
bereits für poly(A) durchgeführt wurde, wird an dieser Stelle auf eine erneute ausführliche Dar-
legung der Datenanpassung verzichtet und auf die Ausführungen in Abschnitt 5.2.2 verwiesen.
Für die in Abbildung 5.20 dargestellten Messergebnisse wurde die Anregungsenergie bei
identischen Bündelparametern variiert (Anregungsintensität ∼ Anregungsenergie) und die
Absorptionsänderung in (dT)18 bestimmt. Aufgetragen ist die normierte Absorptionsänderung
(∆A
E
) an zwei Spektralpositionen in Abhängigkeit von der Anregungsenergie. Während sich die
normierten Absorptionsänderungen bei 1588 cm−1 nahe dem Zeitnullpunkt durch eine Gerade
mit einer Steigung ungleich Null beschreiben lässt, ist in den beiden anderen Signalverläufen
bei 1626 cm−1 die Steigung im Rahmen der Unsicherheiten in guter Näherung gleich Null.
Diese Beobachtungen lassen sich wie folgt interpretieren.
Die quadratische Abhängigkeit das „Nullpunkt-Signals“ kann, wie in Abschnitt 5.1.2 dis-
kutiert, durch die Zwei-Photonen-Ionisation des Lösungsmittels erklärt werden. Da das bei
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diesem Prozess entstehende Intermediat auf dem Weg zum solvatisierten Elektron einen sehr
hohen Extinktionskoeffizienten im MIR besitzt, ist auch bei einer geringen Ionisationsrate
ein deutliches Signal zu erwarten (siehe Diskussion in Abschnitt 3.4.1). Das Fehlen eines
deutlichen Zwei-Photonen-Effekts nach 1 ps und 100 ps zeigt dagegen, dass dieser Prozess
für die in den transienten Spektren betrachteten Ausbleich-Signale nur eine untergeordnete
Rolle spielt. Da den Pyrimidin-Basen (Thymin, Cytosin) eine im Vergleich zu den Purin-Basen
(Adenin, Guanin) geringere Ionisationsrate zugeordnet wird [CH04a], ist dieses Ergebnis für
(dT)18 nicht unerwartet. Bereits in Abschnitt 5.2.2 wurde eine mögliche Photoionisation von
AMP und poly(A) unter denselben Anregungsbedingungen diskutiert. Für AMP ergab sich
dabei eine Ionisations-Obergrenze von etwa 1-2 % der angeregten Adenin-Basen. Da jedoch
wie in [Reu00] gezeigt, die Ionisations-Wahrscheinlichkeit für Adenin doppelt so hoch ist wie
für Thymin, stellt dies auch eine Obergrenze für die Thymin-Derivate dar.
Langlebige elektronische Zustände
Eine andere Erklärung für die beobachteten Kinetiken im 100 Pikosekunden- und Nanosekunden-
Bereich sind langlebige elektronische Zustände, die durch Ein-Photonen-Übergänge besetzt
werden. Entsprechende Singulett- und Triplett-Zustände sind Gegenstand der folgenden Be-
trachtung.
Singulett-Zustände Die Absorption der UV-Photonen erfolgt in den Thymin-Derivaten
durch einen 1pipi*-Ubergang. Eine Beteiligung und direkte Besetzung eines ebenfalls auftreten-
den 1npi*-Übergangs bei der UV-Absorption kann, wie in Abschnitt 4.2 diskutiert, aufgrund
des symmetrie-verbotenen Charakters und der sehr kleinen Oszillatorenstärke vernachlässigt
werden. Aus dem angeregten 1pipi*-Zustand kann das Molekül über eine schnelle interne
Konversion in den Grundzustand übergehen. Für diesen sehr schnellen Prozess (< 1 ps) wird in
theoretischen Studien an Thymin eine konische Durchschneidung des 1pipi*-Zustands und des
Grundzustands verantwortlich gemacht [Mer06]. Zusätzlich ist aus den bei der UV-Absorption
besetzten 1pipi*-Zuständen auch eine Besetzung von Singulett-Zuständen mit npi*-Charakter
denkbar. Diese Möglichkeit wird schon seit längerer Zeit für Thymin-Basen in der Gas-Phase
diskutiert und für das Auftreten langlebiger Zustände im ns-Bereich verantwortlich gemacht
[CH04a, Can05]. In der Gas-Phase besitzt der 1npi*-Zustand gemäß quantenmechanischer
Berechnungen eine niedrigere Energie als der bei der Anregung besetzte 1pipi*-Zustand. Nach
der Anregung in den 1pipi*-Zustand kann der energetisch tiefer liegende 1npi*-Zustand erreicht
und als Desaktivierungspfad genutzt werden [SP07].
In Lösung kann sich die energetische Reihenfolge der angeregten Zustände von DNA-Basen
jedoch deutlich verändern [Gus06]. Dabei gehen theoretische Studien davon aus, dass es,
wie in Abbildung 5.21 schematisch dargestellt, in Lösung zu einer deutlichen Anhebung des
1npi*-Zustands gegenüber den zunächst besetzten 1pipi*-Zustand kommen kann [CH04a]. Für
die Basen Thymin und Uracil sagen Berechnungen sogar eine Umkehrung der energetischen
Reihenfolge voraus [CH04a]. Liegt der 1npi*-Zustand jedoch energetisch höher als der 1pipi*-
Zustand, ist gemäß dem einfachen Energieniveauschema eine anschließende Besetzung dieses
Zustands nicht möglich. Allerdings wird in dieser Darstellung nur die energetische Lage
der Niveaus an den Grundzustands-Geometrien (Frank-Condon-Bereich) betrachtet. Bewegt
man sich jedoch auf der Potential-Fläche des angeregten Zustands kann sich die energetische
Reihenfolgen der Energieniveaus verändern und eine Besetzung zunächst energetisch nicht
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Abb. 5.21: Links: Schematische Darstellung der energetischen Reihenfolge für den 1npi*- und 1pipi*-
Zustand aus theoretischen Rechnungen. Beim Übergang von der Gas-Phase in wässrige Lösung ist
für den 1npi*-Zustand mit einer energetischen Anhebung gegenüber dem 1pipi*-Zustand zu rechnen.
Dies kann zu einer Umkehrung der energetischen Reihenfolge der elektronischen Zustände im Frank-
Condon-Bereich führen. Rechts: Schematische Darstellung zur Beschreibung der nach UV-Anregung
auftretenden elektronischen Zustände in Thymin. Neben der Besetzung eines 1npi*-Zustands und der
internen Konversion in den Grundzustand (S0) über eine konische Durchschneidungen (CI) zeigt die
Abbildung mögliche Übergänge (ISC) in die Triplett-Zustände (3npi, 3pipi*). Die Abbildung orientiert sich
an der Darstellung in [SP07].
zugänglicher Zustände nach dem Verlassen des Frank-Condon-Bereichs möglich werden
[SA06, Har06]. Zum Beispiel sagen theoretische Studien für die Pyrimidin-Base Uracil eine
konische Durchschneidung voraus, die einen Übergang aus dem angeregten 1pipi*-Zustand in
den 1npi*-Zustand ermöglicht [Mat04]. Auch für Thymin wird — neben der bereits erwähnten
konischen Durchschneidung für einen Übergang in den elektronischen Grundzustand — eine
konische Durchschneidung für einen Übergang zwischen der Potentialfläche des 1pipi*-Zustands
und des 1npi*-Zustands vorhergesagt. Beide sind in der Abbildung 5.21 (rechts) zur Lage
elektronischer Übergänge in Thymin schematisch dargestellt [SP07].
In experimentellen Studien von Hare undMitarbeitern an verschiedenen Pyrimidin-Derivaten
wird das Auftreten langlebiger 1npi*-Zustände auf einen entsprechenden Übergang zurück-
geführt [Har06, Har07a]. Auch in den zeitaufgelösten UV/Vis-Experimenten an TMP und
(dT)18 wird eine Besetzung von 1npi*-Zuständen für die auf der 100 ps-Zeitskala auftretenden
Kinetiken verantwortlich gemacht [CH05]. Für TMP wurde dabei eine Zeitkonstante von etwa
130 ps für den Zerfall der 1npi*-Zustände angegeben. In (dT)18 tritt bei der Datenanpassung der
UV/Vis-Messungen eine weitere Zeitkonstante mit etwa 800 ps auf. Aufgrund der in TMP und
(dT)18 sehr ähnlichen Ausbeuten für die langlebigen Anteile (∼ 10 %), wird vermutet, dass
auch im Oligomer (dT)18 ein 1npi*-Zustand für die langlebigen Anteile verantwortlich ist.
Eine andere Erklärung für die langlebigen Zustände in (dT)18 wäre die Bildung von Excimer-
ähnlichen Zuständen wie in poly(A). Jedoch wurden in den zeitaufgelösten UV/Vis-Messungen
beim direkten Vergleich der Messungen zwischen TMP und (dT)18 keine Hinweise auf die
Bildung dieser Zustände gefunden [CH05]. Tatsächlich zeigen Studien an Thymin-Oligomeren
(dT)n, dass in diesen Molekülen nur ein geringer Anteil der Basen in Stapeln angeordnet ist
[Mil99], die eine Bildung von Excimer-Zuständen begünstigen könnten.
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Triplett-Zustände Für TMP ist in wässriger Lösung nach UV-Anregung mit einer Triplett-
Ausbeute (niedrigster Triplett-Zustand 3pipi*) von 1-2% zu rechnen. Dabei wird für den
niedrigsten Triplett-Zustand (3pipi) eine Lebensdauer im Mikrosekunden-Bereich angegeben
[Cad92]. Obwohl die Bildung von Triplett-Zuständen für die Base Thymin bereits seit lan-
gem bekannt ist, und zahlreiche Experimente durchgeführt wurden, ist über den genauen
Mechanismus der zur Besetzung dieser Zustände führt, noch sehr wenig bekannt. Erst in
den letzten Jahren wurden weitere Anstrengungen in diese Richtung unternommen. Dabei
sind theoretische Arbeiten meist auf einzelne Thymin-Basen in der Gasphase beschränkt. In
Abbildung 5.21 (rechts) sind zum Beispiel die Ergebnisse einer kürzlich veröffentlichten Studie
zur Berechnung der elektronischen Zustände und Übergänge für Thymin in der Gasphase
dargestellt [SP07]. Neben den im vorhergehenden Abschnitt bereits angesprochenen konischen
Durchschneidungen (CI) für Singulett-Singulett Übergänge aus dem 1pipi*-Zustand in einen
1npi*-Zustand in den Grundzustand (S0) sind Positionen für die Singulett-Triplett-Übergänge
(ISC) eingezeichnet. Die Studie weist daraufhin, dass es neben einer Interkombination aus dem
angeregten 1pipi*-Zustand in den niedrigsten Triplett-Zustand (3pipi*) auch die Möglichkeit ei-
ner Interkombination in einen 3npi*-Zustand gibt, der energetisch sehr nahe dem 1npi*-Zustand
liegt. Sowohl aus dem 3npi*- als auch aus dem 1npi*-Zustand sind Übergänge in den niedrigsten
Triplett-Zustand (3pipi*) möglich.
Für die Besetzung von Triplett-Zuständen (3pipi) aus einem nach UV-Anregung besetzten
1npi*-Zustand gibt es bereits erste experimentelle Hinweise. Zum Beispiel wird in [Har06,
Har07a] der noch nicht equilibrierte 1npi*-Zustand in einem Uracil-Derivat („1-Cyclohexyl-
uracil“, CHU) und anderen Pyrimidin-Derivaten als mögliches Intermediat bei der Interkom-
bination (ISC) in den niedrigsten Triplett-Zustand gehandelt. Dieser wird in Abhängigkeit
vom gewählten Lösungsmittel mit unterschiedlich hohen Ausbeuten gebildet [Har07a]. Ein
experimenteller Nachweis für diesen Mechanismus wird für TMP in wässriger Lösung jedoch
durch die sehr geringen Quantenausbeuten (1-2%) erschwert und steht noch aus.
Für größere Systeme wie Thymin-Homopolymere ist zudem noch ungeklärt in welcher Grö-
ßenordnung Triplett-Zustände gebildet werden. Durch Messungen mit Laser-Flash-Photolyse
konnte bisher lediglich gezeigt werden, dass der Anteil an Triplett-Zuständen in (dT)20 nach
200 ns mindestens einen Faktor 10 geringer ist als in TMP und damit deutlich unter einem
Prozent liegt [Mar05]. Allerdings schließt diese Beobachtung eine initiale Triplett-Bildung
über die in der Abbildung 5.21 schematisch dargestellten Wege im Prozent-Bereich nicht
vollkommen aus. Im Polymer könnte nämlich aufgrund der räumlichen Nähe zwischen den
Thymin-Basen ein Großteil der zunächst vorhandenen Triplett-Zustände bereits auf der Piko-
und Nanosekunden-Zeitskala gelöscht werden. Dabei könnten zum einen Triplett-Zustände als
Intermediate bei der Bildung von CPD-Schäden auftreten. Zum anderen ist aus Belichtungs-
Experimenten an Thymin-Basen in Lösung bekannt, dass der niedrigste Triplett-Zustand in Thy-
min durch Wechselwirkung mit anderen Thymin-Basen gelöscht werden kann [Fis70,Wag70].
In den zeitaufgelösten UV/Vis-Experimenten von Crespo-Hernández und Mitarbeitern
konnte die Frage nach der Bildung von Triplett-Zuständen in (dT)18 nicht beantwortet werden
[CH05]. Die Zuordnung von Triplett-Zuständen wird dabei durch den spektralen Überlapp
zwischen der elektronischen Absorption von Triplett-Triplett-Übergängen und npi*-Zuständen
im UV-Bereich und durch die geringen Ausbeuten für Triplett-Zustände in wässriger Lösung
erschwert [Har07a].
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IR-Absorption von Singulett- und Triplett-Zuständen
In Anbetracht der Schwierigkeiten bei der Zuordnung von elektronischen Zuständen im UV/Vis-
Bereich könnten die IR-Spektroskopie bei der Zuordnung der langlebigen Zustände helfen.
Zum Beispiel sagen quantenmechanische Rechnungen für die IR-Absorptionsbanden der oben
diskutierten 1npi*- und Triplett-Zustände (3pipi) deutlich unterschiedliche Signaturen im Bereich
der hochfrequenten Schwingsungsmoden zwischen 1800 und 1600 cm−1 voraus:
• Für den niedrigsten Triplett-Zustand in Thymin (3pipi) wird für die IR-Absorption der
Carbonyl-Gruppe am C4-Atom der Base eine deutliche Verschiebung zu kleineren Wel-
lenzahlen (Rotverschiebung) erwartet, da diese im Triplett-Zustand einen substantiellen
Einfachbindungs-Charakter erhält. Diese Vorhersage konnte in IR-Experimenten an Thy-
min und Thymidin im Lösungsmittel Acetonitril (Triplett-Ausbeute ∼ 20%) bestätigt
werden [Har07b]. In diesen Experimenten wurde nach UV-Anregung eine induzierte
Absorption um 1600 cm−1 beobachtet, die eindeutig dem Triplett-Zustand zugeordnet
werden konnte. Demnach erfährt die Carbonyl-Gruppe am C4-Atom beim Übergang in
den Triplett-Zustand eine Rotverschiebung der IR-Absorption um etwa 70 cm−1.
• In Bezug auf die IR-Absorption der npi*-Zustände in Thymin ist noch relativ wenig
bekannt. Erste quantenchemische Rechnungen für den 1npi*-Zustand in der Pyrimidin-
Base Uracil lassen jedoch für die IR-Absorption der Carbonyl-Gruppe eine deutliche
Verschiebung zu höheren Frequenzen (Blauverschiebung) erwarten [Mid07a]. Verschie-
bungen zu höheren Frequenzen in angeregten Zuständen sind zunächst unerwartet, da die
Kraftkonstanten bei der Besetzung eines anti-bindenden Molekül-Orbitals in der Regel
verringert werden. Gerade durch diese Sonderstellung bietet sich diese Signatur jedoch
als guter Marker für diese Zustände an. In IR-Messungen an CHU (1-Cyclohexyluracil),
in dem die Bildung von 1npi*-Zustände bereits durch Messungen im UV/Vis-Bereich
postuliert wurde, konnte eine entsprechende Blauverschiebung (in der Größenordnung
von 50 cm−1) im Bereich der Carbonyl-Schwingungen nachgewiesen werden [Mid07a].
Unter der Annahme, dass die Ergebnisse an der Pyrimidin-Base Uracil auch auf die in der
Struktur sehr ähnliche Base Thymin übertragen werden können, erfolgt im Folgenden eine
Diskussion der in den IR-Messungen auftretenden langlebigen Zustände.
Hinweise für die Besetzung von 1npi*-Zuständen in TMP In den zeitaufgelösten IR-
Messungen an TMP findet sich eine induzierte Absorption bei 1750 cm−1, die im Lösungsmittel
D2O auf einer Zeitskala von 1 ns zerfällt. Dabei legt der spiegelsymmetrische Verlauf der
Zeitverläufe für 1750 und 1630 cm−1 in Abbildung 5.15 nahe, dass der Zerfall dieses Zustands
direkt zur Wiederbevölkerung des Grundzustands führt und mit einer Ausbeute von etwa 10%
eingenommen wird.
Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtung stellt nach den Ausführungen des letz-
ten Abschnitts die Besetzung eines 1npi*-Zustands dar, der wie im Fall von CHU zu einer
gegenüber den Carbonyl-Schwingungen deutlich blauverschobenen Absorption führt. Diese
Zuordnung würde sich in Bezug auf die Quantenausbeute auch mit den UV/Vis-Messungen von
Crespo-Hernández und Mitarbeitern decken [CH05]. Allerdings ist die in den IR-Messungen
beobachtete Zerfallszeit für diesen Zustand mit 1 ns etwa einen Faktor 7 länger als in den
UV/Vis-Experimenten. Wie lässt sich ein so großer Unterschied erklären?
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Die Experimente unterscheiden sich sowohl in den verwendeten Konzentrationen der TMP-
Moleküle und dem Lösungmittel als auch in der Anregungsintensität, die in den IR-Messungen
etwa einen Faktor 10 höher gewählt wurde. In Bezug auf die Anregungsintensität könnte
eine erhöhte Zwei-Photonen-Absorption in den IR-Messungen zu Unterschieden führen. Eine
signifikante Beteiligung eines Zwei-Photonen-Prozesses in den IR-Messungen konnte jedoch
bereits ausgeschlossen werden. Auch ein Effekt aufgrund unterschiedlicher Konzentratio-
nen (< 1mM in UV/Vis-Experiment, ∼ 10mM in IR-Experiment) ist aufgrund der geringen
Neigung von TMP zur Selbstassoziation nicht zu erwarten [Sol68]. Am wahrscheinlichsten
erscheint demnach ein Isotopen-Effekt durch die unterschiedlichen Lösungsmittel. Während
die UV/Vis-Messungen in H2O durchgeführt wurden, erfolgte die Datenaufnahme für die
IR-Messungen im Lösungsmittel D2O. Unterschiedliche Lebensdauern von angeregten Zustän-
den in Abhängigkeit vom Lösungsmittel sind aus UV/Vis-Messungen bereits bekannt. Neben
dem bereits angesprochenem Unterschied zwischen den Lebensdauern der Excimer-ähnlichen
Zustände in d(AT)9·d(AT)9 [CH05], bei denen im Lösungsmittel D2O eine Verlängerung um
einen Faktor 3 gegenüber der Messung in H2O auftritt, sind Isotopen-Effekte auch für die
postulierten 1npi*-Zustände bekannt. In diesem Zusammenhang wurde zum Beispiel beim
Vergleich von zeitaufgelösten UV/Vis-Messungen an CHU im Lösungsmittel Methanol mit
entsprechenden zeitaufgelösten IR-Messungen in Methanol-d1 ein Isotopen-Effekt beobachtet.
In diesen Experimenten ergab sich für die deuterierte Probe in Methanol-d1 eine Verlägerung
der beobachteten Zerfallszeiten des postulierten 1npi*-Zustands um einen Faktor 5 von 100
auf 500 ps [Mid07a]. Die Desaktivierungsprozesse, die für den Zerfall dieser npi*-Zustände
verantwortlich sind, konnten bisher noch nicht eindeutig geklärt werden [CH05]. Es ist dem-
nach nicht auszuschließen, dass ein Isotopen-Effekt — entweder durch die Wechselwirkung
mit dem Lösungsmittel oder aufgrund der Deuterierung der Moleküle — die Lebensdauer
beeinflusst. Zur Klärung dieser Frage sind jedoch weitere Studien nötig. UV/Vis-Messungen
an TMP und (dT)18 im Lösungsmittel D2O sind in Vorbereitung und könnten bei der Klärung
dieser Frage helfen.
IR-Absorption der langlebigen Zustände in TMP Für die Interpretation zeitaufgelös-
ter IR-Experimente an DNA-Sequenzen und Doppelsträngen ist eine genaue Kenntnis der
IR-Absorption möglicher elektronischer Zustände notwendig. Aus diesem Grund wird im Fol-
genden die IR-Absorption der langlebigen Zustände bestimmt. Mit Ausnahme der induzierten
Absorption um 1750 cm−1 wird die IR-Signatur in den transienten Spektren nach 100 ps im
Wesentlichen durch die starken Ausbleich-Signale zwischen 1700 und 1600 cm−1 überdeckt.
Nimmt man an, dass die in den IR-Messungen von TMP auftretenden Absorptionsänderungen
auf der Nanosekunden-Zeitskala nur durch den Zerfall einer Art von elektronisch angeregten
Zuständen hervorgerufen werden, lässt sich das IR-Absorptionsspektrum dieser Zustände be-
rechnen. Dazu wird die Fitamplitude für die 1 ns-Komponente aus der globalen Datenanpassung
(siehe Anhang E) verwendet. In Abbildung 5.22 ist die Fitamplitude (schwarze Linie) zusam-
men mit dem Grundzustands-Spektrum (grau gestrichelte Linie) abgebildet. Die Fitamplitude
setzt sich unter obiger Annahme aus dem Absorptionsspektrum des langlebigen Zustands und
dem Ausbleichen des Grundzustands zusammen. Die Addition der Grundzustands-Absorption
zur Fitamplitude ergibt demnach das gesuchte IR-Spektrum. Dieses Spektrum besitzt eine
breite Absorptionsbande mit einem Maximum um 1730 cm−1, die in den transienten Spektren
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Abb. 5.22: IR-Absorption der in TMP auftretenden langlebigen Zustände. Das IR-Spektrum dieser
Zustände (blau) kann aus der Fitamplitude (schwarz) für die 1 ns-Komponente und dem Grundzustands-
Spektrum (grün gestrichelte Linie) berechnet werden. Das Spektrum zeigt eine Absorptions-Bande
um 1730 cm−1 und eine breite Bande um 1675 cm−1, die im Carbonyl-Bereich der Grundzustands-
Absorption liegt.
für die induzierte Absorption um 1750 cm−1 verantwortlich ist. Zusätzlich zeigt das Spektrum
eine starke Bande um 1675 cm−1, die im Bereich der Carbonyl-Schwingungen des Grundzu-
stands liegt. An diesem Spektrum kann in Zukunft mit Hilfe quantenmechanischer Rechnungen
für Thymin die Zuordnung der langlebigen Zustände und die Besetzung von 1npi*-Zustände
überprüft werden.
Hinweise auf die Besetzung von 1npi*-Zuständen in (dT)18 Auch in (dT)18 ist bei
1750 cm−1 der Zerfall einer induzierten Absorption zu sehen, der mit der Erholung der
Grundzustands-Absorptionsbande bei 1630 cm−1 einhergeht. Die Zeitverläufe werden gut
durch eine 100 ps- und eine 1 ns-Komponente wiedergeben. Auch in den UV/Vis-Messungen
von Crespo-Hernández und Mitarbeitern wurde für (dT)18 eine langsame Zeitkonstante mit
etwa 800 ps [CH05] gefunden. Die sehr gute Übereinstimmung der spektralen Position der in-
duzierten Absorption bei 1750 cm−1 mit den Ergebnissen an TMP sind ein eindeutiger Hinweis
darauf, dass in beiden Molekülen die gleichen Zustände für diese Absorption verantwortlich
sind. Wie bereits oben erwähnt, sind die Desaktivierunsmechanismen für die postulierten
1npi*-Zustände jedoch noch nicht entgültig geklärt [Har07a]. Der multiexponentielle Charakter
in (dT)18 könnte jedoch Ausdruck der lokalen Umgebung sein. Während in TMP jedes Molekül
von einer Lösungsmittel-Hülle umgeben ist, befinden sich die Thymin-Basen im Polymer in
einem Abstand, der eine Wechselwirkung ermöglichen, und die Desaktivierung beeinflussen
könnte.
Besetzung von Triplett-Zuständen in TMP und (dT)18 Im Gegensatz zu den Hin-
weisen auf die Besetzung von 1npi*-Zuständen sind in den IR-Messungen an TMP keine
eindeutigen Signaturen für mögliche Triplett-Zustände (3npi*, 3pipi*) vorhanden. Dies ist auf-
grund der geringen Triplett-Ausbeute von nur etwa 1-2% nicht unerwartet [Cad92]. Leider
sind keine IR-Absorptionsspektren für Triplett-Zustände von Thymin-Basen in wässriger Lö-
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sung veröffentlicht, die eine direkte Zuordnung erlauben würden. Einen ersten Anhaltspunkt
geben die Ergebnisse aus [Har07b]. Demnach sollte sich der niedrigste Triplett-Zustand durch
eine zu den Carbonyl-Schwingungen deutlich rotverschobene Absorption zwischen 1550 und
1600 cm−1 auszeichnen, die auf dem Einfachbindungs-Charakter der Carbonyl-Gruppe am
C4-Atom zurückzuführen ist. Allerdings beruhen diese Ergebnisse auf Messungen im Lö-
sungsmittel Acetonitril und sind deshalb nicht ohne Weiteres auf Messungen im Lösungsmittel
D2O übertragbar. Betrachtet man die transienten Spektren für TMP im Spektralbereich zwi-
schen 1650 und 1550 cm−1, werden diese durch den spektral breiten Lösungsmittelbeitrag
und die Ausbleichsignale der Doppelbindungs-Schwingungen dominiert. Eine eindeutige Zu-
ordnung von Triplett-Zustände ist dabei nicht möglich. Entsprechend ist auch für (dT)18 eine
Identifikation von Triplett-Zuständen sehr schwierig.
Da jedoch aus denMessungen von [Mar05] bekannt ist, dass der Anteil an Triplett-Zuständen
in (dT)18 nach 200 ns um eine Größenordnung geringer ist als in TMP, könnten spektrale oder
kinetische Unterschiede in den zeitaufgelösten IR-Messungen Hinweise auf die Besetzung von
Triplett-Zuständen in den Thymin-Derivaten geben. Ein wesentlicher Unterschied zwischen
TMP und (dT)18 besteht in einer deutlich sichtbaren 100 ps-Kinetik in (dT)18, die auch in
Bereichen auftritt, die nicht dem oben postulierten 1npi*-Zustand zugeordnet werden. Dies trifft
auf die Zeitverläufen von (dT)18 bei 1575 cm−1 und 1350 cm−1 (siehe Abbildung 5.16) zu und
könnte ein Hinweis auf den Zerfall von Triplett-Zuständen sein. In ähnlichen Spektralpositionen
konnte nämlich in Messungen an Thymidin — im Lösungsmittel Acetonitril — eindeutig die
Absorption von Triplett-Zuständen nachgewiesen werden [Har07b]. Wäre diese Zuordnung
richtig, könnte das Fehlen von Triplett-Zuständen nach 200 ps in den Experimenten von
[Mar06] zum einen als Selbstlöschung durch benachbarte Thymin-Basen im Strang gedeutet
werden. Zum anderen könnte eine Löschung von Triplett-Zuständen durch die Bildung von
CPD-Schäden erfolgen.
Die hier geführte Diskussion beinhaltet jedoch Annahmen in Bezug auf die spektrale
Lage der Triplett-Absorption, die noch nicht eindeutig geklärt sind und weitere Experimente
erfordern. In diesem Zusammenhang ist auch die in TMP, wenn auch nur mit sehr geringer
Amplitude, auftretende 100 ps-Komponente noch nicht zugeordnet. Dabei könnte auch die
Besetzung von 3npi*-Zuständen als mögliches Intermediat bei der Bildung der niedrigsten
Triplett-Zustände (3pipi*) von Bedeutung sein. Vor allem die geringen Ausbeuten machen eine
eindeutige Zuordnung bisher schwierig. Neben der Verwendung apolarer Lösungsmittel, die
zu wesentlich höheren Triplett-Ausbeuten führen, könnten in Zukunft auch Experimente unter
Zugabe von Triplett-Sensibilisatoren bei der Zuordnung dieser Zustände helfen.
Modell zur Photophysik in TMP
Die Ergebnisse der Dateninterpretation für TMP sind in guter Übereinstimmung mit den bereits
bekannten Ergebnissen aus UV/Vis-Messungen [CH05] und lassen sich mit dem in Abbildung
5.23 gezeigten Schema für die in TMP ablaufenden photophysikalischen Prozesse beschrei-
ben. Die Absorption erfolgt in TMP durch einen 1pipi*-Übergang. Aus dem 1pipi*-Zustand
relaxieren etwa 85-90% der Basen über eine schnelle interne Konversion (τIC ∼ 700 fs) in
den Grundzustand. Das Abkühlen der dabei entstandenen schwingungsangeregten (heißen)
Grundzustands-Moleküle erfolgt über eine effiziente Kopplung an die Lösungsmittelmoleküle
(D2O) auf einer Zeitskala von 2-3 ps. Zusätzlich werden langlebige elektronische Zustände mit
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Abb. 5.23: Schematische Darstellung der in TMP ablaufenden photophysikalischen Prozesse. Die
UV-Absorption erfolgt durch einen 1pipi*-Übergang. Anschließend kommt es in etwa 85 % der Moleküle
zu einer schnellen internen Konversion (IC) in einen schwingungsangeregten „heißen“ Grundzustand.
Das Kühlen („Cooling“) erfolgt durch Energie-Abgabe an das Lösungsmittel auf einer Zeitskala von
etwa 2-3 ps. Einen weiteren Desaktivierungs-Pfad bildet der Übergang in einen npi*-Zustand der
eine Lebensdauer im Bereich einiger 100 Pikosekunden besitzt. Es ist bekannt, dass in TMP eine
Interkombination (ISC) in den Triplett-Zustand in einer Größenordnung von etwa 1-2% der angeregten
Thymin-Basen erfolgt. Bei der Besetzung könnte es neben einer direkten Interkombination aus dem
1pipi*-Zustand auch eine Besetzung des Triplett-Zustands über einen noch nicht equilibrierten 1npi*-
Zustand geben. Da dieses Prozesse jedoch in den IR-Messungen nicht direkt beobachtet werden
konnten, sind diese Übergänge mit einem Fragezeichen versehen.
einer Ausbeute zwischen 10 und 15% besetzt. Die IR-Messungen lassen sich durch die Beset-
zung langlebiger 1npi*-Zustände erklären, die im Lösungsmittel D2O mit einer Zeitkonstante
von einer Nanosekunde zerfallen. Da in den hier durchgeführten Messungen keine eindeutigen
Aussagen über die Besetzung von Triplett-Zuständen (1-2%) getroffen werden können, ist
die Interkombination (ISC) aus dem 1pipi*-Zustand bzw. über einen 1npi*-Zustand [Har07a]
mit einem Fragezeichen versehen. In Zukunft könnten quantenmechanische Berechnungen zu
den IR-Spektren angeregter elektronischer Zustände helfen diese Fragen eindeutig zu klären.
Nur mit diesem Hintergrundwissen über die IR-Absorption lässt sich die spektrale Information
der zeitaufgelösten IR-Spektroskopie voll ausnutzen und zusammen mit Experimenten im
UV/Vis-Bereich zur Aufklärung der photophysikalischen und photochemischen Prozesse in
DNA-Molekülen einsetzen. Für die weitere Diskussion der Prozesse die zur Dimer-Bildung in
(dT)18 führen (siehe nächstes Kapitel) dient das Modell in Abbildung 5.23 als Grundlage, da
sich ein überwiegender Anteil der angeregten Thymin-Basen in (dT)18 wie in TMP verhält.
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Die Bildung von Zyklobutan-Pyrimidin-Dimeren (CPD) stellt die häufigste durch UV-Strahlung
induzierte Schädigung der DNA dar. Neben einer Reihe von Krankheitsbildern werden diese
Schäden aufgrund ihrer potentiell mutagenen Wirkung auch für das Entstehen von Hautkrebs
verantwortlich gemacht [Vin01]. Im letzten Kapitel konnte mit Hilfe der zeitaufgelösten
IR-Spektroskopie die Bildung dieser Schäden in dem DNA-Modellsystem (dT)18 auf einer
Zeitskala von nur einer Pikosekunde nachgewiesen werden. Mit diesem Ergebnis lässt sich ein
Modell für die Schadensbildung erstellen, das im Folgenden vorgestellt und in Bezug auf seine
Übertragbarkeit auf die DNA-Doppelhelix diskutiert wird.
6.1 Modell für die Bildung von CPD-Schäden in (dT)18
Die Ergebnisse der zeitaufgelösten IR-Spektroskopie an (dT)18 zeigen, dass in diesem System
CPD-Schäden zwischen Thymin-Basen innerhalb einer Pikosekunde nach UV-Anregung gebil-
det werden. Damit ist diese Photoreaktion wesentlich schneller als mögliche molekulare Bewe-
gungen, die einzelne Basen in eine für die Reaktion geeignete Konformation bringen könnten.
Zum Beispiel wird für die dynamische Stapelung von Thymin-Basen in Molekulardynamik-
Simulationen an (pdT)8 eine Zeitdauer im 10 ps-Bereich vorhergesagt [Mar01]. Das bedeutet,
dass die Dimerisierungs-Reaktion nur stattfinden kann, wenn die Thymin-Basen bereits zum
Zeitpunkt der Lichtabsorption in einer geeigneten Orientierung (reaktiven Konformation)
vorliegen [Bec89, Rah66]. Angeregte Zustände von Thymin-Basen, deren benachbarte Basen
nicht in einer für die Dimerisierung geeigneten Orientierung vorliegen, werden durch eine
schnelle interne Konversion (IC) entvölkert, bevor eine Umorientierung die Dimer-Bildung
ermöglicht. In Abbildung 6.1 ist die Bildung von CPD-Schäden in (dT)18 illustriert.
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Abb. 6.1: Schematische Darstellung der CPD-Bildung in (dT)18. Nur bei UV-Anregung einer Base, die
sich zum Zeitpunkt der Lichtabsorption in einer reaktiven Anordnung mit einer zweiten Thymin-Base
befindet, ist eine Dimerisierungs-Reaktion möglich.
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6.1.1 Die Konformation bestimmt die Ausbeute
Da die CPD-Bildung viel schneller abläuft als mögliche konformationelle Änderungen, ist die
Quantenausbeute der Reaktion gleich dem Anteil reaktiver Konformationen multipliziert mit
der Wahrscheinlichkeit, dass eine entsprechende Konformation nach Lichtanregung dimerisiert
[Wag83]. Beide Aspekte werden im Folgenden kurz diskutiert.
Reaktive Konformationen
Die genauen konformationellen Voraussetzungen, die eine reaktive Konformation zwischen
Thymin-Basen definieren, sind bisher nicht bekannt. In Zukunft könnten möglicherwei-
se jedoch ausführliche quantenmechanische Modellierungen der angeregten Zustände und
Molekulardynamik-Simulationen bei der Klärung dieser Frage helfen [BP07, Joh07]. Ei-
nige geometrische Einschränkungen lassen sich jedoch bereits jetzt formulieren. Nur bei
UV-Anregung einer Base, die sich zum Zeitpunkt der Lichtabsorption in einer reaktiven An-
ordnung mit einer zweiten Thymin-Base befindet ist eine Dimerisierungs-Reaktion möglich.
Für die Dimerisierung muss demnach bereits vor der UV-Anregung eine starke Annäherung
der Thymin-Basen vorliegen [Rah68]. Dabei müssen sich vor allem die bei der Bildung des
Zyklobutan-Rings beteiligten C5=C6 Doppelbindungen nahe kommen und ein kleiner Dihe-
dralwinkel zwischen den beiden Doppelbindungen auftreten. Da die Anordnung der Atome
in den CPD-Schäden mit großer Wahrscheinlichkeit sehr ähnlich zu der ist, die auch eine
Reaktion zwischen Thymin-Basen ermöglicht, wird anhand der Molekülstruktur in Abbil-
dung 6.2 (links) die Geometrie eines CPD-Schadens zwischen zwei Thymin-Basen näher
untersucht. Die Molekülstrukturen in der Abbildung wurden mit dem Programm Gaussian98
CPD-Lesion
C5 - C5' : 1,4 A
C6 - C6' : 1,4 A
C5'
C6'
T T' TpT
C5 - C5' : 7,3 A
C6 - C6' : 6,5 A
C5
C6
T
T'
Abb. 6.2: Molekülstrukturen eines cis-syn CPD-Schadens (links) und eines TpT-Moleküls (rechts).
Die Struktur des CPD-Schadens erlaubt Angaben zu den Geometrien, die eine reaktive Konformation
zwischen zwei Thymin-Basen definieren. Demgegenüber zeigt die Struktur des TpT-Moleküls, dass die
Thymin-Basen nach einer Geometrieoptimierung des Moleküls weit entfernt von einer reaktiven Konfor-
mation liegen. Erst Abweichungen von dieser Konformation erlauben eine Dimerisierungsreaktion. Die
Strukturen wurden mit dem Programm Gaussian98 [Fri98] ohne Berücksichtigung des Lösungsmittels
erstellt, die Darstellung erfolgte mit dem Programm VMD [Hum96].
[Fri98] erstellt. Obwohl bei der Strukturoptimierung keine Lösungsmittel-Effekte berücksich-
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tigt wurden, stimmt die Struktur für den CPD-Schaden sehr gut mit den Ergebnissen aus
Röntgen- und NMR-Experimenten an CPD-Schäden in einzelsträngigen Thymin-Oligomeren
überein [Cad85, Hru86, Ryc88], die eine mittlere Bindungslänge von etwa 1,5-1,6Å für den
Zyklobutan-Ring angeben.
Den aus der Struktur des CPD-Schadens bestimmten Einschränkungen für eine reakti-
ve Konformation steht die stark ungeordnete Orientierung der Basen in (dT)18 gegenüber
[Cam76,Mar01]. Dies wird bereits bei der Struktur von TpT in Abbildung 6.2 (rechts) deut-
lich. Für das Molekül TpT führt die Optimierung der Struktur zu einer Konformation, in der die
Thymin-Basen relativ weit auseinander liegen. Die Bildung eines CPD-Schadens ist entspre-
chend nur möglich, wenn zum Zeitpunkt der UV-Absorption eine deutliche Abweichung von
dieser Struktur vorliegt. In diesem Zusammenhang ist für die Anordnung der Basen in einem
längeren Oligomer sowohl die Flexibilität des Phosphat-Rückgrats als auch die möglicherweise
auftretende Stabilisierung von Konformationen durch intramolekulare Wasserstoffbrücken von
Bedeutung [Mar01]. Generell lassen die Untersuchungen zur Struktur von Thymin-Oligomeren
jedoch erwarten, dass nur ein sehr geringer Anteil der Thymin-Basen in einer potentiell re-
aktiven Konformation vorliegt [Joh07]. Auf die konformationellen Einschränkungen in der
DNA-Doppelhelix wird in Abschnitt 6.2 gesondert eingegangen.
Wahrscheinlichkeit und Ausbeute
Ohne Kenntnis des genauen Anteils potentiell reaktiver Konformationen in (dT)18 lässt sich
die Wahrscheinlichkeit für eine Dimerisierungsreaktion in einer reaktiven Konformation
nicht aus den Messergebnissen in Kapitel 5 ableiten. Anhaltspunkte für die Dimerisierungs-
Wahrscheinlichkeit geben jedoch Studien zur Bildung von Thymin-Dimeren in Kristall-
Strukturen [Lis70] und starren Matrizen [Lam68b]. Im Kristall ordnen sich die planaren
Thymin-Basen bevorzugt in parallelen Schichten und Stapeln an [Ger61]. Entsprechend ist
nach den Ausführungen des letzten Abschnitts zu erwarten, dass in diesen Anordnungen ver-
mehrt reaktive Konformationen vorliegen. Tatsächlich konnten in Belichtungs-Experimenten
an Thymin und 1,3-Dimethyl-Thymin (DMT) in einer KBr-Matrix Quantenausbeuten für
die CPD-Bildung in der Größenordnung von einigen 10% nachgewiesen werden [Lis70].
Ebenso wurde für Thymin in gefrorener Lösung eine Quantenausbeute nahe 100% bestimmt
[Lam68b]. In einer anderen Studie wurde die Ausbeute für die Dimerisierungsreaktion an
DMT-Molekülen in gefrorenem Zustand untersucht [Lam68b]. In diesen Experimenten wurden
unter UV-Belichtung zunächst DMT-Dimere erzeugt und isoliert. Anschließend wurden diese
in gefrorenem Zustand bei 80K durch erneute UV-Belichtung wieder zu einem Teil (entspre-
chend dem photostationären Gleichgewicht) gespalten. Bei der Bestimmung der Ausbeute für
die erneute Bildung von Dimeren in den zuvor gespaltenen Molekülen wurde ein Wert nahe
100% gefunden. Dieses Ergebnis lässt sich dadurch erklären, dass die bei der UV-Absorption
der CPD-Schäden vorliegende relative Orientierung der DMT-Moleküle in der Matrix auch
nach dem Öffnen des Zyklobutan-Rings im Wesentlichen erhalten bleibt und eine reaktive
Konformation für die erneute Bildung von CPD-Schäden darstellt.
Wird auch für die reaktiven Konformationen in (dT)18 eine Reaktionswahrscheinlichkeit
nahe 100% angenommen, gibt die Ausbeute der CPD-Bildung im Oligomer direkt den Anteil
reaktiver Konformationen wieder. Die in den zeitaufgelösten IR-Experimenten nachgewie-
sene Ausbeute von 2-3 Prozent bedeutet dann, dass nur ein entsprechend geringer Anteil
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von benachbarten Thymin-Paaren geeignet orientiert ist. Dies ist in Übereinstimmung mit
der im letzten Abschnitt angesprochenen Beobachtung, dass Thymin-Oligomere eine stark
ungeordnete Struktur und nur einen geringen Prozentsatz gestapelt vorliegender Basen besitzen
[Mil99, Joh07]. Unter stationärer Belichtung ist demnach die Ausbeute von der Verweildauer
der Basen in reaktiven und nicht reaktiven Geometrien abhängig.
Die Abhängigkeit der Ausbeute von der Konformation ist in Übereinstimmung mit vielen
aus der Literatur bekannten Ergebnissen zur Ausbeute von CPD-Schäden [Rah68]. Zum
Beispiel lässt sich damit die schnelle Sättigung der Dimer-Bildung in poly(U) und poly(dT) in
glasartigen Zuständen erklären [Rah68]. In einer glasartigen Matrix bei Temperaturen von 77K
(Ethylen-Glykol-Mischung) gibt es in den Polymeren nur eine begrenzte Anzahl an reaktiven
Konformationen. Aufgrund der Reversibilität der Photoreaktion stellt sich deshalb bei einer
Anregungswellenlänge von 280 nm nach relativ kurzer Belichtungsdauer ein photostationäres
Gleichgewicht ein, das den maximalen Anteil der erreichbaren Konzentration an CPD-Schäden
(∼ 25%) bestimmt. Dabei ist anzunehmen, das im gefrorenen Zustand ein bestimmter Anteil
der Thymin-Basen im Oligomer gestapelt bzw. in einer reaktiven Konformation vorliegt.
Wird das Experiment dagegen in wässriger Lösung bei Raumtemperatur durchgeführt, sind
thermische Fluktuationen in der Anordnung der einzelnen Basen möglich. Es entstehen im
Laufe der Belichtung neue, reaktive Konformationen, die weitere Dimerisierungreaktionen
erlauben und den maximalen Anteil der CPD-Schäden im photostationären Gleichgewicht auf
etwa 75% erhöhen.
6.1.2 Elektronische Zustände bei der CPD-Bildung:
Singulett oder Triplett?
Die sehr schnelle Photoreaktion in (dT)18 legt einen im Wesentlichen barrierelosen Reakti-
onspfad nahe, der den angeregten Zustand mit dem Produktzustand verbindet. Für die daran
beteiligten elektronischen Zustände wurden in der Vergangenheit sowohl Triplett- als auch
Singulett-Zustände diskutiert [Lam68a, Zha06]. Für eine ausführliche Darstellung zu die-
sem Thema wird auf die Angaben in Abschnitt 2.3.3 verwiesen. An dieser Stelle sind zwei
Möglichkeiten zu diskutieren:
Triplett-Mechanismus: Aus Experimenten mit Triplett-Sensibilisatoren ist bekannt, dass
eine CPD-Bildung über einen langlebigen Triplett-Zustand möglich ist. Zudem wird
die Besetzung von Triplett-Zuständen nach UV-Anregung für die diffusionslimitierte
CPD-Bildung zwischen TMP-Molekülen in Lösung verantwortlich gemacht.
Singulett-Mechanismus: Für passend orientierte Thymin-Basen in (dT)18 ist kein lang-
lebiger Triplett-Zustand für die Dimer-Bildung notwendig. Im Oligomer liegen die
Thymin-Basen bereits in direkter Nachbarschaft zueinander und auch ein kurzlebiger
Singulett-Zustand könnte zur Bildung von CPD-Schäden führen.
Beide Reaktionspfade sind in Abbildung 6.3 illustriert und werden im Folgenden diskutiert:
Triplett-Mechanismus Die zeitaufgelösten IR-Experimente an TMP und (dT)18 erlauben
— aufgrund noch nicht eindeutig definierter Triplett-Markerbanden — keine eindeutige Zu-
ordnung transienter Absorptionsänderungen zu Triplett-Zuständen. Entsprechend kann eine
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Abb. 6.3: Schematische Darstellung der photochemisch erlaubten Bildung eines CPD-Schadens
zwischen Thymin-Basen. Während für die Reaktion über Triplett-Zustände das Auftreten eines interme-
diären Biradikals vorhergesagt wird, kann die [2 + 2]-Zykloaddition über einen Singulett-Zustand direkt
(konzertiert) und damit potentiell sehr schnell ablaufen.
Besetzung von Triplett-Zuständen in (dT)18 im Bereich weniger Prozent nicht ausgeschlossen
werden. Allerdings lassen die experimentellen Ergebnisse eine signifikante Beteiligung von
Triplett-Zuständn an der CPD-Bildung äußerst unwahrscheinlich erscheinen: (i) Zum einen
lässt das Zeitfenster von 1 ps nur wenig Spielraum für einen Reaktionsverlauf über einen
Triplett-Zustand. Da die Edukte und das Reaktions-Produkt bei der CPD-Bildung Singulett-
Zustände sind, ist für eine Reaktion über einen Triplett-Zustand eine Spin-Umkehr notwendig.
In [Zha06] wird dabei angenommen, dass die Dimerisierung über einen biradikalischen Zwi-
schenzustand ablaufen sollte. Bei dieser Reaktion führt eine erste Sigma-Bindung zwischen
den Thymin-Basen zum Biradikal, das anschließend mit der Ausbildung der zweiten Sigma-
Bindung zum Zyklobutan-Ring weiter reagiert. (ii) Zum anderen erfordert die nachgewiesene
Quantenausbeute von etwa 3% CPD-Schäden, dass praktisch alle Triplett-Zustände, die eine
reaktive Konformation erreichen, auch zur Dimer-Bildung beitragen. Dieser Annahmen wi-
derspricht, dass sich in den Zeitverläufen der IR-Messungen kein Hinweis auf die Bildung
von CPD-Schäden auf der 10 und 100 ps-Zeitskala findet, der mit dem postulierten Zerfall der
Triplett-Zustände einhergehen würde. (iii) Ein weiteres Argument gegen die Beteiligung eines
Triplett-Intermediats bei der CPD-Bildung in (dT)18 liefern Experimente mit Triplett-Löschern
[Lam68a]. In diesen Experimenten konnte die Ausbeute für die Bildung von CPD-Schäden
unter UV-Strahlung nicht durch die Zugabe von Triplett-Löschern beeinflusst werden.
Singulett-Mechanismus Da wie in Abschnitt 2.3.3 diskutiert, eine thermisch aktivierte
Reaktion ausgeschlossen werden kann, ist für die CPD-Bildung ein Mechnismus über einen
angeregten Singulett-Zustand am wahrscheinlichsten. Nach den Orbital-Symmetrie-Regeln
von Woodward und Hoffmann [Woo69] würde man erwarten, dass der zunächst gebildete ange-
regte Zustand in einen Zweifach-angeregten Zustand der beiden Basen übergeht, aus dem die
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Dimerisierung im Bereich der beiden C=C Doppelbindungen stattfindet. Zum Beispiel werden
in [Lam68a] Excimer-Zustände als mögliche Intermediate diskutiert. Das Fehlen von Hinwei-
sen auf die Bildung von Excimer-Zuständen in den Messergebnissen von Crespo-Hernández
und Mitarbeitern [CH05] in (dT)18, könnte in diesem Zusammenhang auf die ultraschnelle
Desaktivierung dieser Intermediate und die Bildung von CPD-Schäden zurückzuführen sein. In
Anbetracht anderer bi-molekularer Photoadditionen [Sch90] und neuer theoretischer Studien
scheint jedoch eine Photoreaktion über eine konische Durchschneidung, die den angeregten
Zustand direkt mit dem Produkt-Grundzustand verbindet, am wahrscheinlichsten. Konische
Durchschneidungen werden als sehr effiziente Reaktionswege in perizyklischen Photoreaktio-
nen1 gehandelt und für sehr schnell ablaufende photochemische Reaktionen verantwortlich
gemacht [Ber90, Kle95, Ber96]. Zum Beispiel wird für die intermolekulare Photoaddition in
Norbornadiene2 in der Gasphase eine Reaktionszeit kleiner 100 fs postuliert [Fus02], die über
eine konische Durchschneidung erfolgen soll.
Mit der Veröffentlichung der hier präsentierten Ergebnisse zur CPD-Bildung in (dT)18 wur-
den neue theoretische Studien zur CPD-Bildung zwischen Thymin-Basen angeregt. In kürzlich
veröffentlichten Arbeiten, die sich auf die in [Sch07] vorgestellten Ergebnisse beziehen, wurde
für Thymin-Basen in der Gasphase eine konische Durchschneidung gefunden, die aus einem
angeregten Singulett-Zustand in den Produkt-Zustand führt [BP07, Bla07]. Abbildung 6.4
zeigt zwei Darstellungen (basierend auf CASSCF-Rechnungen, „active space self-consistent
field) aus [BP07]: (A) Die thermische Reaktion auf der Grundzustandsfläche ist mit einer
sehr hohen Potentialbarriere und dem Auftreten von mehreren biradikalischen Zwischenzu-
ständen („transition state“, TS) verknüpft. Wie bereits in Abschnitt 2.3.3 diskutiert ist die
Reaktion demnach thermisch „verboten“. (B) Erfolgt dagegen eine Photoanregung in einen
angeregten Singulett-Zustand, ist ein barriereloser Übergang in den Produktzustand möglich.
Der Übergang erfolgt im Bereich einer konischen Durchschneidung (CI). Die Topologie am
konischen Schnitt wird durch Bewegungen in den Bereichen der beiden C=C Doppelbindungen
beeinflusst, und besitzt große Ähnlichkeit zu der für zwei Ethylen-Moleküle vorgeschlagenen
Zykloaddition [Ber90, Cel95, Ber97b].
Allerdings basieren die Ergebnisse auf Rechnungen in der Gasphase. Die lokale Umgebung
der Moleküle und die Besetzung anderer Zustände wurden dabei vernachlässigt. Einflüsse
des Lösungsmittels auf die Lage der elektronischen Zustände und konkurrierende photoche-
mische Prozesse könnten jedoch zu anderen Zerfallskanälen führen und müssen in weiteren
theoretischen Studien überprüft werden. Dennoch decken sich die theoretischen Vorhersagen
mit den Ergebnissen der zeitaufgelösten IR-Messungen, die ebenfalls einen barrierelosen
Singulett-Mechanismus erwarten lassen.
6.1.3 Modell für die Bildung von Thymin-Dimeren in (dT)18
Die Ergebnisse der in den letzten beiden Abschnitten durchgeführten Diskussion zur CPD-
Bildung im Modellsystem (dT)18 lassen sich mit einem eindimensionalen Energieschema
interpretieren. In Abbildung 6.5 ist die Energie von zwei benachbarten Thymin-Basen im
1Perizyklische Reaktionen sind chemische Reaktionen, bei denen die Bindungsverhältnisse durch eine konzer-
tierte Verschiebung von Elektronen verändert werden.
2In diesem bi-zyklischen Kohlenwasserstoff befinden sich die beteiligten C=C Doppelbindungen in einer
definierten Orientierung, die eine [2 + 2]-Zykloaddition ermöglicht.
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Thermally Forbidden Ground-State Reaction(A)
(B) Photochemical Allowed Singlet-State Reaction
Abb. 6.4: Potentialenergie-Schema für die [2 + 2]-Zykloaddition zwischen Thymin-Basen basierend auf
Rechnungen mit CASSCF [BP07]. Aufgetragen ist die Energie gegenüber dem mittleren Abstand der
sich bildenden C-C Bindungen. (A) Auf der Grundzustands-Potentialfläche erfolgt die CPD-Bildung über
mehrere Zwischenzustände (TS). Dieser Prozess ist mit einer hohen Aktivierungsenergie verknüpft und
stellt damit eine thermisch „verbotene“ Grundzustands-Reaktion dar. (B) Für den angeregten Zustand
ergibt sich dagegen eine barrierelose Potentialfläche, die den nach UV-Anregung besetzten angeregten
Zustand über eine konische Durchschneidung mit dem Produktzustand des Thymin-Dimers verbindet.
Abdruck mit Erlaubnis durch [BP07]. Copyright (2007) American Chemical Society.
Oligomer in Abhängigkeit von ihrer relativen Orientierung zueinander gezeigt. Dabei wird
die Orientierung der Basen durch ihre C5=C6 Doppelbindung repräsentiert und ist für einige
Konformationen schematisch dargestellt. Die Absorption der UV-Photonen in (dT)18 erfolgt
meist durch quasi „freie“ Thymin-Basen, die sich nicht in einer reaktiven Konformation mit
benachbarten Thymin-Basen befinden. Diese Basen verhalten sich nach UV-Anregung wie
die Thymin-Base in einem TMP-Molekül, dessen Photophysik im letzten Kapitel ausführlich
diskutiert wurde. In diesen Basen erfolgt die Absorption eines UV-Photons durch Anregung in
einen 1pipi*-Zustand. Aus diesem Zustand gehen etwa 85 - 90% der Basen durch eine schnelle
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Abb. 6.5: Modell für die Bildung von CPD-Schäden im DNA-Modell-System (dT)18. Oben: Schemati-
sche Darstellung einer (dT)18-Sequenz, in der die UV-Anregung einmal in einer nicht reaktiven (links)
und einmal in einer reaktiven Konformation benachbarter Basen erfolgt (rechts). Unten: Schematische
Darstellung der Energie benachbarter Thymin-Basen in Abhängigkeit von deren relativen Orientierung
zum Zeitpunkt der Lichtabsorption. Der Großteil der Thymin-Basen befindet sich statistisch gesehen
in einer für eine CPD-Bildung ungeeigneten und damit nicht reaktiven Konformation. Diese Basen
verhalten sich ähnlich wie TMP-Moleküle (siehe Abbildung 5.23). Die UV-Absorption erfolgt durch
einen 1pipi*-Übergang. Aus diesem Zustand geht ein Großteil (∼ 85%) dieser Basen mit einer 1pipi*-
Lebensdauer von etwa 700 fs durch interne Konversion in den Grundzustand über. Innerhalb dieser Zeit
kann nach Verlassen des Frank-Condon-Bereiches ein Teil der Potentiallandschaft (grauer Balken) er-
reicht werden, der die Besetzung langlebiger elektronischer Zustände (1npi*, Triplett) mit einer Ausbeute
von etwa 10% ermöglicht. Diese Desaktivierungswege sind in der Abbildung zusammengefasst und
werden durch grau gestrichelte Pfeile symbolisiert. Erfolgt die Anregung jedoch in einer Thymin-Base,
die sich in einer reaktiven Konformation zu einer benachbarten Thymin-Base befindet (roter Bereich),
wird im Rahmen der 1pipi*-Lebensdauer ein barriereloser Desaktivierungsweg zugänglich, der zur
Bildung des CPD-Schadens führt.
interne Konversion (< 1 ps) in den Grundzustand über. Ein weiterer Anteil von etwa 10%
besetzt dagegen sehr wahrscheinlich einen 1npi*-Zustand, der möglichweise als Intermediat
bei der Besetzung von Triplett-Zuständen fungiert. In der Darstellung sind diese Übergänge
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zusammengefasst und als gestrichelte graue Pfeile angedeutet, die zu einer Entvölkerung
des 1pipi*-Zustands führen. Da in den IR-Messungen keine CPD-Bildung durch langlebige
Zustände gefunden wurde, limitiert offenbar die Lebensdauer des 1pipi*-Zustands die Bil-
dung von CPD-Schäden. Der in dieser Zeit zugängliche Bereich auf der Potentialfläche des
angeregten Zustands, wird durch einen grauen Balken symbolisiert. Erfolgt die Anregung
dagegen in einer Base, die eine reaktive Geometrie bezüglich einer benachbarten Base besitzt
(rot unterlegter Bereich), so öffnet sich innerhalb der Lebensdauer des 1pipi*-Zustands ein
weiterer Desaktivierungspfad, der zur Bildung eines Zyklobutan-Rings zwischen dieser und
der benachbarten Base führen kann. Das experimentelle Ergebniss einer Photoreaktion, die
innerhalb von 1 ps abläuft, spricht dabei für einen Singulett-Mechanismus, der Edukt und
Produkt über einen praktisch barrierelosen Reaktionspfad miteinander verbindet. Die geringe
Ausbeute (2 - 3%) für die Bildung von CPD-Schaden in (dT)18 ist dabei Ausdruck der stark
ungeordneten Konformation und des im thermischen Gleichgewichts geringen Anteils reaktiver
Konformationen. Dieser Zusammenhang wurde basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit
vor kurzem mit Molekulardynamik-Simulationen an (dT)18 untersucht [Joh07].
6.2 Relevanz der Ergebnisse an (dT)18 in Bezug auf
die DNA-Doppelhelix
Nach der Diskussion und Interpretation der in dieser Arbeit durchgeführten zeitaufgelösten
IR-Messungen am einzelsträngigen DNA-Modell-System (dT)18 stellt sich die Frage, ob
die an diesem Modell gewonnenen Ergebnisse auch auf die DNA-Doppelhelix übertragbar
sind? In Anbetracht der vielfältigen Wechselwirkungen in einem komplexen Molekül wie der
DNA-Doppelhelix bedarf diese Frage einer eingehenden Betrachtung.
Bereits beim Übergang von Monomeren zu einzelsträngigen Polymeren treten zusätzliche
Wechselwirkungen auf, die zu weiteren Desaktvierungswegen oder zu neuen Photoprodukten
nach UV-Anregung führen können. Sehr gute Beispiele hierfür sind die in dieser Arbeit
betrachteten langlebigen Excimer-ähnlichen Zustände in poly(A) bzw. die Bildung von CPD-
Schäden zwischen Thymin-Basen in (dT)18. In der DNA-Doppelhelix sind mit der Watson-
Crick Basenpaarung nun zusätzlich Wasserstoff-Brücken zwischen den Basen beider Stränge
vorhanden. Neben der Stabilisierung der Helix ermöglichen diese Wechselwirkungen Proton-
Transfer-Prozesse zwischen den Basen, die als Desaktivierungspfade für angeregte Zustände
diskutiert werden [Loe63, Sob04, Kwo07]. Die Wasserstoff-Brücken könnten auch bei der
Frage nach der Lokalisation der Anregung in Bezug auf mögliche exzitonische Zustände von
Bedeutung sein [Wil76, Bou02, Bou03, Lew03, Ris02, Rit07].
Trotz der stark zunehmenden Komplexität in der Doppelhelix deuten jedoch experimentel-
le Arbeiten darauf hin, dass die hier gewonnenen Ergebnisse am Einzelstrang auch für die
DNA-Doppelhelix relevant sind. Zeitaufgelöste UV/Vis-Experimente an Adenin und Thymin
enthaltenden doppelsträngigen DNA-Modell-Systemen zeigen, dass die Wasserstoffbrücken
zwischen Adenin- und Thymin-Basen keinen großen Einfluss auf die Lebensdauer der beob-
achteten angeregten Zustände besitzen [CH05]. Diese Beobachtung lässt sich dahingehend
interpretieren, dass die Besetzung und Desaktivierung der elektronischen Zustände vor allem
von der Anordnung der Basen innerhalb eines Strangs bestimmt wird. In Bezug auf diese
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Ergebnisse ist deshalb davon auszugehen, dass die Bildung von CPD-Schäden — bei geeig-
neter Anordnung der Basen — auch in doppelsträngiger DNA nicht wesentlich durch die
Wasserstoff-Brücken zwischen den Basen beeinflusst wird. Unter diesen Umständen sollte
die Photoreaktion ebenso schnell ablaufen wie im Modell-System (dT)18. Allerdings werden
die Wasserstoffbrücken durch ihren Einfluss auf die Konformation und Anordnung der Basen
die Ausbeute der Photoreaktion beeinflussen. Entsprechend sind zwei wesentliche Ergebnisse
dieser Arbeit auch für die DNA-Doppelhelix relevant:
1. Die Konformation zum Zeitpunkt der Lichtabsorption bestimmt, ob ein CPD-Schaden
gebildet wird oder nicht.
2. Die Ausbeute ist Ausdruck der im thermischen Gleichgewicht eingenommenen reaktiven
Konformationen.
Der Zusammenhang zwischen Konformation und Quantenausbeute für CPD-Schäden sollte
sich entsprechend in experimentellen Studien an der DNA-Doppelhelix wiederspiegeln.
6.2.1 Strukturelle Unterschiede und Quantenausbeuten
Es ist bekannt, dass sich die Strukturen von Thymin-Einzelsträngen wie (dT)18 und doppel-
strängiger DNA mit einer gemischten Basen-Sequenz deutlich unterscheiden [Cam76,Mar01,
Mil99, Blo00]. Die Doppelhelix-Struktur in der B-DNA Form führt zu einer definierten Orien-
tierung der Basen, in der benachbarte Basen senkrecht zur Helix-Achse ausgerichtet (gestapelt)
und in einer helikalen Windung von etwa 36◦ gegeneinander verdreht sind [Blo00] (siehe
Kapitel 2.1.2). Im Gegensatz dazu nehmen die Basen im Oligomer (dT)18 aufgrund der ge-
ringen Wechselwirkungen vielfältige Orientierungen ein, die zu einer stark ungeordneten
Gesamtstruktur führen [Mil99, Mar01]. In Anbetracht dieser Unterschiede ist die Tatsache,
dass die Ausbeuten bezogen auf den Anteil benachbarter Thymin-Basen in beiden Systemen in
derselben Größenordnung von 1-3% liegen [Dou01, Hos67] zunächst überraschend und wird
im Folgenden näher untersucht.
Überträgt man die Ergebnisse an (dT)18 auf die Doppelhelix, folgt daraus, dass statistisch
gesehen auch in der Doppelhelix der Anteil reaktiver Konformationen gering ist. Entsprechend
stellt sich auch in der Doppelhelix die Frage nach der Definition reaktiver Konformationen.
Betrachtet man die strukturellen Änderungen, die in (dT)18 mit der CPD-Bildung verbunden
sind (siehe Abschnitt 6.1.1), so ist in der doppelsträngigen DNA mit einer deutlichen Ver-
zerrung der Helix zu rechnen. Mittlerweile existieren eine ganze Reihe von Röntgen- und
NMR-Analysen sowie theoretische Modelle, die sich mit der Auswirkung von CPD-Schäden
auf die Doppelhelix-Struktur beschäftigen [Par02,McA98, Jin98,Mia96, Spe97, Luk06]. In
diesen Arbeiten stand zunächst die Frage nach den strukturellen Merkmalen von CPD-Schäden
im Vordergrund, die es Reparatur-Enzymen ermöglichen, diese Schäden zu erkennen [Par07].
Es zeigte sich, dass CPD-Schäden zu einer teilweisen Entwindung und Krümmung der Helix
führen. Obwohl gerade die Krümmung der Helix als wichtiges Erkennungsmerkmal diskutiert
wird, besteht in der Frage nach dem genauen Ausmaß der Krümmung noch kein Konsens.
Während Röntgen-Strukturanalysen meist sehr große Werte im Bereich von etwa 30◦ für den
Krümmungswinkel der Doppelhelix durch die CPD-Bildung angeben [Par02], liefern NMR-
Daten wesentlich geringere Abweichungen zur Normalform, die in einem Bereich kleiner 10◦
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liegen [Kem87,McA98]. Eine ausführliche Diskussion und Deutung dieser Ergebnisse findet
sich in [Luk06] und soll an dieser Stelle nicht weiter diskutiert werden. Konsens besteht jedoch
weitestgehend in Bezug auf die lokalen Änderungen, die mit einem CPD-Schaden verbunden
sind. Diese Erkenntnisse können für ein qualitatives Verständnis der geringen Schadensraten
in der B-DNA dienen. In Abbildung 6.6 sind Ausschnitte aus DNA-Doppelhelixstrukturen mit
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Abb. 6.6: Ausschnitte aus den Strukturen eines DNA-Dodekamers nach [McA98] mit (links) und
ohne CPD-Schaden (rechts). Die Bilder zeigen die zentralen 4 Nukleotid-Segmente von der großen
Furche aus betrachtet. In beiden Strukturen ist eine rechtshändige Helix zu sehen. Allerdings ist im Fall
des CPD-Schadens die helikale Windung zwischen den Thymin-Basen des Schadens um etwa 10◦
reduziert. Die Bildung des Zyklobutan-Rings erfordert zudem eine deutliche Abweichung der Thymin-
Basen von der parallelen Anordnung in der nativen Struktur. Der Verlust einer Wasserstoffbrücke
zwischen der 5’-Thymin-Base und dem gegenüberliegenden Adenin führt zu einer Destabilisierung
der Doppelhelix. Die Strukturen wurden aus den PDB-Einträgen („Protein Data Bank“, [Ber03b]) 1TTD
(CPD-Lesion) 1COC (Native DNA) übernommen und mit dem Programm VMD dargestellt [Hum96].
und ohne Schaden dargestellt. Die Strukturen basieren auf NMR-Analysen von McAteer und
Mitarbeitern an einem DNA-Dodekamer und werden ausführlich in [McA98] beschrieben. Das
Dodekamer besitzt die Sequenz d(GCACGAAT[cs]TAAG)·d(CTTAATTCGTGC) und ermög-
licht die Bildung von Thymin-Dimeren zwischen den durch [cs] getrennten Thymin-Basen3.
Ähnlich wie in Thymin-Oligomeren sind die Änderungen im Wesentlichen auf den Bereich der
den Schaden bildenden Thymin-Basen und die beiden direkt benachbarten Basen beschränkt.
Die Dimerisierung zwischen den Thymin-Basen der Doppelhelix erfordert wie in (dT)18 eine
deutliche Annäherung der beiden Thymin-Basen gegenüber der Ausgangsstruktur. Dabei re-
duziert sich durch die Zyklobutan-Bildung der Abstand zwischen den C1 und C1’-Atomen
der beiden Zucker von etwa 5 auf 3,5 Å. Der Abstand zwischen dem C5- und C5’-Atom (bzw.
dem C6- und C6’-Atom) der Thymin-Basen reduziert sich von etwa 4,2Å auf 2,3Å (bzw.
von etwa 4,5Å auf 2,2Å). Die helikale Windung zwischen den am CPD-Schaden beteiligten
Thymin-Basen liegt im Bereich von + 20◦ und ist damit etwa 10◦ kleiner als in der ungeschä-
digten DNA. Obwohl die Thymin-Basen durch die Einschränkungen des Zyklobutan-Rings
3[cs], steht für das cis-syn-Isomer des CPD-Schadens.
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nicht mehr parallel zueinander liegen und deutlich gegenüber der ursprünglichen Anordnung
verzerrt sind, bleiben die Basenpaarungen zu den gegenüberliegenden Adenin-Basen im We-
sentlichen erhalten. Lediglich die Thymin-Base am 5’-Ende des Strangs ist anstatt mit zwei,
nur noch über eine Wasserstoffbrücke mit der gegenüberliegenden Adenin-Base gebunden.
Die dadurch hervorgerufene Destabilisierung (∼ 1-2 kcal/mol) der Helix-Struktur wird als
wichtiges Erkennungsmerkmal für Reparatur-Proteine diskutiert, da sie das Herausdrehen des
Schadens bei der Reparatur durch CPD-Photolyasen aus der Helix erleichtert [McA98, Jin98].
Dieser kleine Überblick zu den für einen CPD-Schaden charakteristischen Änderungen in
der Doppelhelix zeigt, dass in der Doppelhelix eine deutliche Abweichung von der idealen
B-DNA Form den CPD-Schaden charakterisiert. Erfolgt die Bildung, wie in (dT)18 schneller
als mögliche konformationelle Änderungen, so lässt sich die geringe Schadensrate als Aus-
wirkung der hohen strukturellen Ordnung in der B-DNA verstehen. Die Einschränkung durch
die Wasserstoffbrücken führt zu einer wesentlich geringeren Flexibilität in der Doppelhelix
und verhindert mit der parallelen Orientierung der Basen — bei einer mittleren helikalen
Windung von etwa 36◦ — eine zu hohe Ausbeute an CPD-Schäden [Tra69]. In Bezug auf die
Schadensbildung in der DNA-Doppelhelix ist entsprechend die Bestimmung der in der DNA-
Doppelhelix möglichen reaktiven Konformationen von großer Bedeutung. Dabei stellt jedoch
die Komplexität des Systems nach wie vor eine große Herausforderung für Rechenkapazitäten
und Methoden dar. Wie bereits in vorhergehenden Abschnitt angesprochen, sind die ersten
quantenmechanischen Beschreibungen zur Photophysik der CPD-Bildung bisher meist auf
einzelne Thymin-Basen in der Gasphase beschränkt [BP07, Bla07]. Ein Ziel muss deshalb
sein, diese Rechnungen auf größere Systeme zu erweitern und die reaktiven Geometrien zu
definieren. Zusätzlich sind weitere Moleküldynamik-Simulationen an Einzel- und Doppel-
strängigen Modell-Systemen notwendig, in denen Gleichgewichtsstrukturen und die Anteile
reaktiver Konformationen bestimmt werden [Joh07].
6.2.2 CPD-Schäden und Konformationen in vivo
In der Literatur finden sich zahlreiche Beispiele, die die Annahme, dass die Dimerisierung auf
der Einnahme „ungewöhnlicher“ Doppelhelix-Strukturen basiert, stützen.
Unterschiede zwischen A- und B-Form
Ein Beispiel dafür sind die unterschiedlichen Schadensraten zwischen DNA in der A- und der
B-Form, deren Konformation in Abschnitt 2.1.2 beschrieben wurde. Dabei führt der Übergang
von der B-DNA in eine A-DNA zu einer Reduktion der Dimerisierungsrate um bis zu einem
Faktor zwei [Bec89]. Ein sogar noch größerer Rückgang wurde zwischen Thymin-Basen bei
speziellen Haarnadel-Strukturen mit A-DNA Konformation gefunden [Kun04]. Da in beiden
DNA-Formen dieselben Basenpaarungen vorliegen, lässt sich dies nur über Unterschiede in den
zugänglichen Konformationen für benachbarte Basen erklären. Ein wesentlicher Grund könnte
in der Veränderung der Anordnung der Basen zwischen A- und B-Form liegen. Während die
Basen in der B-Helix senktrecht zur Helix-Achse stehen, sind sie in der A-Helix deutlich ge-
genüber der Helix-Achse geneigt. Dagegen ändert sich die mittlere helikale Windung zwischen
zwei Basen beim Übergang von der A-Form (∼ 33◦) in die B-Form (∼ 36◦) nur wenig. Man
kann deshalb annehmen, dass Konformationen mit diesen Werten für die helikale Windung in
beiden Formen nicht reaktiv sind. Vielmehr ermöglicht erst eine passende Abweichung von
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diesen Werten aufgrund natürlicher Fluktuationen die Einnahme reaktiver Geometrien. Vor
allem die geringere konformationelle Variabilität der A-DNA gegenüber der B-DNA könnte
deshalb ein wesentlicher Grund für die größere Widerstandsfähigkeit der A-DNA gegenüber
CPD-Schäden sein.
Es gibt einige Hinweise, dass die Natur die oben beschriebenen Unterschiede zwischen A-
und B-DNA Konformationen bezüglich der Widerstandsfähigkeit gegenüber CPD-Schäden ge-
zielt ausnutzt. Zum Beispiel wird die deutlich verringerte Schadensrate von CPD-Photoschäden
in Sporen auf eine durch Proteine induzierte Änderung der Konformation der B-DNA zurück-
geführt. In diesen Sporen liegt die DNA, an Proteine gepackt, nicht in B-DNA sondern in einer
A-DNA ähnlichen Konformation vor (siehe Kapitel 2.1.2). Dadurch wird die Quantenausbeute
für mögliche CPD-Schäden unter hohen UV-Strahlenbelastungen deutlich verringert. Ein
anderer interessanter Aspekt betrifft RNA-Moleküle, in denen CPD-Schäden unter Beteiligung
der Pyrimidin-Basen Uracil und Cytosin gebildet werden können. Auch diese liegen meist in
einer A-DNA ähnlichen Konformation vor, und besitzen eine gegenüber B-DNA geringere
Schadenshäufigkeit. Diese höhere Widerstandsfähigkeit gegenüber UV-induzierten Mutatio-
nen könnte in der Frühphase des Lebens - als noch keine schützende Ozon-Schicht zu hohe
Strahlenbelastungen verhinderte - eine entscheidende Rolle gespielt haben. In der „RNA“-Welt
Theorie wird angenommen, dass sich das „Leben“ - in Form von Molekülen, die sich selbst
replizieren können, zunächst auf RNA-Molekülen basierte, bevor sich die DNA als effizienter
und stabiler Informationsträger etablierte.
Schadenshäufigkeiten in der B-DNA
Bei der UV-Belichtung von Zell-DNA zeigen sich auffallende Periodizitäten von Schadens-
häufigkeiten (CPD-Schäden) und Mutationen, die auch als „damage hot spots“ bezeichnet
werden [Mil85, Bec84]. Für diese Effekte sind Wechselwirkung der DNA mit Proteinen von
Bedeutung, aber auch bestimmte Basen-Sequenzen führen zu einer erhöhten Schadensrate.
Zum Beispiel kommt es bei Belichtung von DNA im Zellkern, die in den Chromosomen an
Histone gebunden ist, zu einer deutlich erhöhten Schadenshäufigkeit mit einer Periodizität
von etwa 10 Basen [Gal87, Peh89]. Diese Periodizität wird auf die definierte Krümmung der
DNA-Doppelhelix bei ihrer Windung um die Histon-Proteine (siehe Abschnitt 2.1.2) zurückge-
führt [Peh92]. Die Bildung von CPD-Schäden wird offenbar in Bereichen maximal, an denen
die Krümmung zur großen Furche am größten ist. Die erhöhte Schadensbildung scheint dabei
im Wesentlichen ein Ausdruck der Konformation und nicht einer erhöhten Flexibiltät zu sein
[Peh89]. Das Verfolgen von CPD-Schäden in DNA („UV-Photofootprinting“) kann deshalb für
das Erkennen bestimmter Abweichungen von der idealen B-DNA genutzt werden [Bec84]. In
diesem Zusammenhang zeigen auch poly(dA·dT) Sequenzen ein bestimmtes Schadens-Muster
[Mil85, Sut00]. Auch in diesen Sequenzen kommt es zu einer Krümmung der Helix und
der Einnahme einer ungewöhnlich rigiden Helix-Struktur [Koo86, Gal87, Lya91]. In dieser
tritt vor allem am 3’-Ende des Thymin-Strangs eine erhöhte Schadensrate auf. Bisher ist die
biologische Funktion dieser Sequenzen noch nicht eindeutig geklärt. Es gibt jedoch bereits
Hinweise, dass sie eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Transkription im Zellzyklus
spielen könnten [Sut00].
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Resümee
Das in dieser Arbeit aus den zeitaufgelösten IR-Experimenten abgeleitete Modell zur CPD-
Bildung geht davon aus, dass die statische Anordnung benachbarter Thymin-Basen [Peh89,
Bec89] zum Zeitpunkt der UV-Absorption und nicht die Beweglichkeit den Ausgang der
Photoreaktion bestimmt [Gal87, Lya91]. Selbst eine hohe Flexibilität erlaubt es bei einer bereits
erfolgten Anregung in einem Thymin-Dublet nicht, innerhalb der Lebensdauer des angeregten
Zustands eine reaktive Konformation zu erreichen. Aber eine höhere Flexibilität des DNA-
Rückgrats kann den Anteil der reaktiven Konformationen zum Zeitpunkt der Lichtabsorption
erhöhen. Das Wissen über die Kriterien, die eine reaktive Konformation bestimmen, wird
in Zukunft wesentliche Beiträge zur Indentifizierung von „damage hot spots“ liefern und
gleichzeitig die Zuordnung von Mutationsmustern im Genom zu bestimmten Umweltfaktoren
erlauben.
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Das Makromolekül DNA dient als molekularer Träger der Erbinformation. Zu den allgegen-
wärtigen Gefahren für das Erbgut gehört die UV-Strahlung der Sonne. Sie kann zu photoche-
mischen Reaktionen führen, in deren Folge es zu Mutationen und schweren Erkrankungen
kommen kann. Der häufigste direkt durch solare UV-Strahlung erzeugte Photoschaden beruht
auf der Bildung von Zyklobutan-Pyrimidin-Dimeren („cyclobutane pyrmidin dimer“, CPD)
zwischen benachbarten Pyrimidin-Basen (Thymin, Cytosin) in der DNA. In dieser Arbeit wur-
de die Bildung eines Thymin-Dimers erstmals mit zeitaufgelöster IR-Spektroskopie untersucht.
Das dabei eingesetzte Spektrometer kombiniert die hohe Struktursensitivität der Schwingungs-
Spektroskopie mit einer Zeitauflösung im Subpikosekunden-Bereich. Mit dieser Technik konnte
gezeigt werden, dass die Bildung von Thymin-Dimeren in einem Thymin-Homopolymer inner-
halb einer Pikosekunde (1 ps = 10−12 s) abläuft und damit sehr viel schneller ist als mögliche
konformationelle Änderungen. Zusätzlich wurde an zwei Adenin-Derivaten der Einfluss der
für DNA-Moleküle typischen Stapelung von Basen auf die Desaktivierung und Besetzung
elektronischer Zustände zwischen Adenin-Basen untersucht. Adenin ist die zu Thymin komple-
mentäre Base in der DNA-Doppelhelix, und die Ergebnisse sind damit Grundlage für weitere
zeitaufgelöste IR-Experimente an doppelsträngigen DNA-Molekülen.
Methodik: Das Anreg-Abtast-Experiment basiert auf einem Femtosekunden-Lasersystem,
das kurze Lichtimpulse (∼ 90 fs) mit einer Zentralwellenlänge um 800 nm und einer Repetiti-
onsrate von 1 kHz liefert. Über mehrstufige nichtlineare Prozesse werden daraus die für die
Experimente benötigten Anreg-Impulse im UV-Bereich (∼ 270 nm) und abstimmbare Abtast-
Impulse im mittleren infraroten Spektralbereich (3 - 10µm) erzeugt. Die Detektion erfolgt über
eine Vielkanaldetektion, die das gleichzeitige Aufzeichnen der spektralen Signaländerungen
über einen Bereich von etwa 100 cm−1 erlaubt. Die für die Anregung der Moleküle verwende-
ten UV-Impulse werden durch eine Frequenzverdreifachung der Laser-Fundamentalen erzeugt,
die im Rahmen dieser Arbeit in einem sehr kompakten Aufbau realisiert werden konnte. Die
Erzeugung der abstimmbaren MIR-Abtast-Impulse erfolgt in einer mehrstufigen Frequenz-
konversion. Aufgrund der sehr hohen Anforderungen der Experimente, in denen relative
Transmissionsänderungen im Bereich von 10−5 und kleiner nachgewiesen werden mussten,
wurde in dieser Arbeit die Sensitivität des IR-Spektrometers deutlich erhöht. Dies wurde durch
Modifikationen in der Detektionselektronik und einer Optimierung der IR-Erzeugung erreicht.
Dabei wurde das Signal- zu Rausch-Verhältnis der Detektionselektronik um einen Faktor 3
verbessert und durch Optimierung der mehrstufigen IR-Erzeugung eine reproduzierbare Er-
niedrigung der Intensitätsschwankungen der MIR-Impulse ermöglicht. In den zeitaufgelösten
IR-Experimenten konnten damit, bei realistischen Messdauern, Absorptionsänderungen im
Bereich von 10µOD aufgelöst werden.
Modellsysteme: Aufgrund der komplexen Wechselwirkungen im Makromolekül DNA war
für die explizite Untersuchung von Reaktionen und Wechselwirkungen zwischen einzelnen
DNA-Basen eine Reduktion auf möglichst gut definierte Modell-Systeme notwendig. In dieser
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Arbeit wurden einzelsträngige Modellsysteme und Mononukleotide ausgewählt und zunächst
mit stationärer Spektroskopie im Lösungsmittel D2O untersucht. Zur Klärung der Frage nach
der Bildung von Thymin-Dimeren wurde das Thymin-Homopolymer (dT)18 ausgewählt, da in
ähnlichen Systemen die bisher höchsten Quantenausbeuten (∼ 3%) für diese Art von Photo-
schäden in wässriger Lösung nachgewiesen werden konnten. Die intrinsischen Eigenschaften
der Thymin-Basen wurden dagegen am Mononukleotid Thymidin-5’-Monophosphat (TMP)
untersucht. Während (dT)18 eine stark ungeordnete Struktur und einen geringen Anteil gestapelt
vorliegender Thymin-Basen besitzt, bildet die Stapelung von Basen in der DNA-Doppelhelix
ein wichtiges Strukturmerkmal. Der Einfluss dieser Anordnung auf die elektronischen Zustände
von Adenin-Basen wurde durch einen Vergleich zwischen dem Mononukleotid Adenosin-5’-
Monophosphat (AMP) und dem Adenin-Homopolymer poly(A) untersucht. Poly(A) eignet
sich aufgrund seines hohen Anteils gestapelt vorliegender Basen (∼ 65%), der sich in den
stationären Absorptionsspektren durch eine ausgeprägte Reduktion der UV-Absorption um
260 nm zeigt (Hypochromie), für eine entsprechende Studie besonders gut.
Ergebnisse zur Photophysik der Adenin-Derivate AMP und poly(A): Da über die Pho-
tophysik von AMP-Molekülen bereits relativ viel bekannt ist, konnten an dieser Probe einige
der für die zeitaufgelöste IR-Spektroskopie an Nukleinsäuren typischen Signalbeiträge disku-
tiert und zugeordnet werden. In AMP kommt es nach UV-Anregung zu einer sehr schnellen
internen Konversion (τIC ∼ 300 fs) in den schwingungsangeregten Grundzustand. Entspre-
chend lassen sich die in den IR-Messungen nach 1 ps beobachteten Absorptionsänderungen
—Ausbleichen der Grundzustandsabsorption und eine zu kleineren Wellenzahlen auftretende
induzierte Absorption — dem Kühlen heißer Grundzustandsmoleküle auf einer Zeitskala von
etwa 3 ps zuordnen. Während in AMP praktisch alle angeregten Moleküle diesem schnellen
Desaktivierungspfad folgen, konnte in poly(A), neben einer zu AMP ähnlich schnellen Des-
aktivierung, zusätzlich die Besetzung langlebiger elektronischer Zustände mit Lebensdauern
im 100 ps- und ns-Bereich nachgewiesen werden. Der Anteil dieser Zustände kann aus den
Absorptionsänderungen abgeschätzt werden und liegt in der Größenordnung der in poly(A)
gestapelt vorliegenden Basen (∼ 65%). Dieser Zusammenhang lässt sich durch die Bildung
Excimer-ähnlicher Zustände zwischen benachbarten Adenin-Basen erklären, für die in dieser
Arbeit erstmals die IR-Absorption ermittelt werden konnte.
Ergebnisse zur Photophysik und Photochemie der Thymin-Derivate TMP und (dT)18:
Vor der Durchführung der zeitaufgelösten IR-Experimente an (dT)18 wurde zunächst in statio-
nären Belichtungs-Experimenten die IR-Signatur von Thymin-Dimeren in (dT)18 bestimmt.
Dabei konnten drei für den Dimer-Schaden charakteristische Schwingungsbanden mit Ab-
sorptionsmaxima bei 1465, 1402 und 1320 cm−1 nachgewiesen werden, die als Grundlage
für die Interpretation der zeitaufgelösten Experimente verwendet wurden. Im Oligomer führt
die geringe Wechselwirkung der Thymin-Basen dazu, dass sich mehr als 90% der angeregten
Basen in (dT)18 ähnlich wie im Monomer TMP verhalten. In den meisten Thymin-Basen
(∼ 85%) kommt es nach UV-Anregung zu einer schnellen internen Konversion (τIC< 1 ps)
in den Grundzustand. Ein deutlich geringerer Anteil (∼ 10%) besetzt dagegen langlebige
elektronische Zustände mit Lebensdauern im 100 ps- und ns-Bereich, die sehr wahrscheinlich
einen npi*-Charakter besitzen. Während in TMP auch mit einer Besetzung (∼ 1-2%) von
Triplett-Zuständen (3pipi*) mit Lebensdauern im µs-Bereich zu rechnen ist, konnte die Beset-
zung von Triplett-Zuständen in (dT)18 — aufgrund der bisher nicht bekannten IR-Absorption
dieser Zustände im Lösungsmittel D2O— nicht abschließend geklärt werden.
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Dagegen konnte die Bildung von Thymin-Dimeren in (dT)18 durch einen Vergleich mit den
Ergebnissen am Monomer TMP eindeutig nachgewiesen werden. Das Auftreten der in den
stationären Experimenten bestimmten Dimer-Marker-Banden in (dT)18 erfolgt innerhalb einer
Pikosekunde. Die Quantenausbeute liegt bei 2-3% und es ist keine Beteiligung langlebiger
elektronisch angeregter Zustände bei der Dimer-Bildung nachweisbar. Diese Ergebnisse legen
eine nahezu barrierelose Photoreaktion über einen Singulett-Mechnismus nahe, bei dem sehr
wahrscheinlich eine konische Durchschneidung zum Produktzustand (CPD-Schaden) führt.
In Anbetracht dieser extrem schnellen Photoreaktion lassen sich die geringen Ausbeuten
als Ausdruck der Konformation zum Zeitpunkt der UV-Absorption interpretieren. Die UV-
induzierte Bildung von Thymin-Dimeren in (dT)18 ist wesentlich schneller als konformationelle
Änderungen im Einzelstrang, die benachbarte Thymin-Basen in eine für die Dimerisierung
geeignete Anordnung bringen könnten. Aus diesem Grund ist eine Bildung von Thymin-
Dimeren nur möglich, wenn die Anordnung zweier benachbarter Basen bereits zum Zeitpunkt
der UV-Absorption für eine Dimerisierung geeignet ist (reaktive Konformation). Die geringe
Ausbeute von 2-3% in (dT)18 ist deshalb Ausdruck der Struktur des Homopolymers, in dem
sich im statistischen Mittel nur ein sehr geringer Anteil der Thymin-Basen in einer reaktiven
Konformation befindet. Die am Modellsystem (dT)18 erhaltenen Ergebnisse sind auch für
die DNA-Doppelhelix relevant. Auch hier bewirkt erst die Abweichung von der idealen
Doppelhelixstruktur die Einnahme reaktiver Konformationen und damit die Schadensbildung.
Ausblick: Die in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten zeigen, dass die zeitaufgelös-
te Schwingungsspektroskopie wesentliche Beiträge zum Verständnis der Photochemie und
Photophysik von Nukleinsäuren leisten kann. Neben den Aussagen zu speziellen Photopro-
dukten erlaubt die hohe Spezifität der IR-Spektroskopie dabei auch Aussagen zu den bei
der UV-Anregung von DNA-Molekülen auftretenden angeregten langlebigen elektronischen
Zuständen (Triplett-, npi*-, Excimer-Zuständen), die immer wieder als mögliche Intermediate
von Photoschäden diskutiert werden. In diesem Zusammenhang besteht die Hoffnung, dass
es durch die Weiterentwicklung quantenchemischer Modelle und die steigenden Rechnerka-
pazitäten in Zukunft möglich sein wird, die IR-Spektren elektronisch angeregter Zustände
zu berechnen und damit eindeutig zuordnen zu können. Dabei steht neben der Untersuchung
weiterer Photoschäden die Erforschung der von der Natur eingesetzten Reparaturmechanismen
(z.B. Photolyasen) im Vordergrund. Auch bei der Aufklärung dieser Prozesse sind durch die
zeitaufgelöste IR-Spektroskopie neue Erkenntnisse zu erwarten.
In Zusammenhang mit der Evolution des Lebens sind sowohl Erklärungen für die expe-
rimentell nachgewiesenen Schadenshäufigkeiten („damage hot spots“) im Genom, als auch
für die geringere Schadenshäufigkeit in RNA-Molekülen von großem Interesse. Dafür ist
es jedoch zunächst wichtig, die geometrischen Voraussetzungen (Abstände, Dihedralwin-
kel), die eine reaktive Konformation auszeichnen, genau zu kennen. Zu diesem Zweck sind
in Zukunft ausführliche quantenmechanische Rechnungen für die angeregten Zustände und
Molekulardynamik-Simulationen, die Aussagen zu den Konformationen erlauben, notwendig.
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B Lösungsmittelkorrektur
Die IR-Absorption der Modell-Substanzen wird durch zwei Beiträge überlagert. Zum einen
durch die breite Absorptionsbanden des Lösungsmittels D2O zum anderen durch die Absorption
von HDO-Molekülen die beim Auflösen und der Deuterierung der DNA- und RNA-Moleküle
entstehen. Diese Beiträge lassen sich in zwei Schritten korrigieren:
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Abb. B.1: Lösungsmittel-Korrektur am Beispiel TMP. (1) Im ersten Schritt erfolgt eine Subtraktion der
Lösungsmittelabsorption (D2O-Pufferlösung, blau) von dem in der Pufferlösung vorliegenden TMP-
Absorptionsspektrum (schwarz). (2) Im zweiten Schritt wird das daraus erhaltene Spektrum (grau) auf
den Anteil der beim Auflösen der nicht deuterierten Probenmoleküle entstandenen HDO-Moleküle
korrigiert. Dazu wird ein „reines“ HDO-Spektrum auf den Anteil der HDO-Moleküle in dem grauen
Spektrum skaliert (hellblau) und subtrahiert. Daraus resultiert das korrigierte TMP-Spektrum (grün).
1. Für jede Probe wird unter identischen experimentellen Bedingungen sowohl ein Spek-
trum des reinen Lösungsmittels als auch der gelösten Substanz aufgenommen und an-
schließend der Anteil des Lösungsmittels subtrahiert. Eine entsprechende Prozedur ist in
Abbildung B.1 (oben) für zwei Frequenzbereiche dargestellt. Aus der Subtraktion des rei-
nen Lösungsmittels (D2O-Pufferlösung, blau gestrichelte Linie) vom Ausgangsspektrum
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(TMP + Lösungsmittel, schwarze Linie) erhält man das auf den Lösungsmittel-Anteil
korrigierte TMP-Spektrum (graue Linie).
2. Das aus dem ersten Schritt gewonnene Spektrum enthält jedoch noch die Absorption der
bei der Deuterierung der Nukleinsäuren gebildeten HDO-Moleküle. Die genaue Position
der HDO-Banden hängt dabei vom Verhältnis H20 zu D2O ab. Bei den verwendeten Kon-
zentrationen (∼10mM) liegt das Gleichgewicht eindeutig auf der Seite der deuterierten
DNA-Molekülen und es tritt ein entsprechend hoher Anteil (∼ 30 - 50mM) an HDO-
Molekülen auf. Neben der Bande um 1450 cm−1 findet sich im Bereich um 3350 cm−1
die antisymmetrische Streckschwingung der HDO-Moleküle [Mar91, Cor05]. Diese
Bande eignet sich aufgrund ihrer separaten Lage und ihrer hohen Oszillatorenstärke
besonders gut zum Abschätzen des HDO-Anteiles und einer Korrektur [Mae80]. Die
entsprechenden Spektren sind in Abbildung B.1 (unten) dargestellt. Für diese Korrektur
wird ein aus einer separaten Messung gewonnenes HDO-Spektrum auf die maximale
Absorption bei etwa 3400 cm−1 skaliert (hellblau gestrichelt) und von dem auf den
reinen Lösungsmittelbeitrag korrigierten TMP-Spektrum (grau) aus dem ersten Schritt
subtrahiert.
Diese beiden Korrekturschritte wurden bei allen in dieser Arbeit gezeigten IR-Absorptions-
spektren durchgeführt.
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Die Temperaturabhängigkeit des Lösungsmittels führt in den zeitaufgelösten Messungen zu
einem deutlichen Signalbeitrag, der die Absorptionsänderungen der DNA- und RNA-Derivate
überlagert. Aus diesem Grund wurde die Temperaturabhängigkeit der Lösungsmittelabsorption
und der Proben-Moleküle sowie die Wärmediffusion im Anregungsvolumen untersucht. Details
zum experimentellen Aufbau für die temperaturabhängigen Experimenten finden sich in
Abschnitt 3.5.
C.1 Wärmediffusion im Anregungsvolumen
In den zeitaufgelösten Messungen wird bei der UV-Absorption der Proben-Moleküle ein
bestimmter Energiebetrag im Anregungsvolumen deponiert, der mit dem Zerfall der elek-
tronisch angeregten Zustände (z.B. interne Konversion) in Wärme umgewandelt und an das
Lösungsmittel abgegeben wird. Diese Temperaturerhöhung führt zu einer spektralen Verschie-
bung der Grundzustandsabsorptionsbanden und einer entsprechenden Absorptionsänderung
in den zeitaufgelösten Messungen. Bei der Annahme, dass die spektrale Verschiebung und
Amplitudenabnahme in erster Näherung linear von der Temperatur abhängt (siehe nächsten
Abschnitt), führt eine nicht homogene Temperaturverteilung im Beobachtungsfenster zu dem
gleichen Differenzsignal wie eine homogene Verteilung mit derselben Wärmeenergie [Lia94].
Eine weitere Veränderung im Beobachtungsfenster tritt erst auf, wenn die Wärme aus diesem
Bereich diffundiert. Diese Zeitkonstante lässt sich über die Wärmediffusion im Lösungsmittel
abschätzen. Die Diffusion lässt sich durch die Diffusionsgleichung
∂T
∂t
= κ ·∆T (C.1)
mit der Temperatur T und der Temperaturleitfähigkeit κ beschrieben [Som92]. Nimmt man für
die initiale Temperatur eine Deltafunktion an (Punkt-Wärmepol), so lässt sich die Temperatur-
verteilung wiedergeben durch [Lia94]:
T (r, t) =
Q
(4piκt)
3
2
exp
[
− r
2
4κt
]
. (C.2)
Die Temperatur im Abstand r vomUrsprung wird durch die Stärke derWärmequelleQ = E/ρc
und die Temperaturleitfähigkeit κ = λ/(c · ρ) bestimmt. Mit den Werten für die Wärmeleitfä-
higkeit (λ = 589 mW/Km), Wärmekapazität (c = 4,18 J/gK) und Dichte (ρ = 0,998 g/cm3) für
das Lösungsmittel D2O [Lid95, Bra96] ergibt sich eine Temperaturleitfähigkeit von:
κD2O
∼= 14,4Å
2
ps
. (C.3)
167
C Wärmediffusion und temperaturabhängige Spektren
Mit diesem Wert für die Temperaturleitfähigkeit lässt sich die Zeit abschätzen, in der die mitt-
lere Diffusionslänge (Radius an dem die Temperatur auf 1/e abgefallen ist) die im Experiment
betrachteten Dimensionen erreicht:
r(1/e) =
√
4κt bzw. t =
r2
4κ
. (C.4)
Mit einem Durchmesser des Abtast-Impulses von etwa 100 µm ergibt sich damit eine Zeitkon-
stante von etwa 4 ms. Im Beobachtungsfenster der zeitaufgelösten Messung (bis 4 ns) bleibt
die Wärmemenge im betrachteten Volumen deshalb praktisch konstant. In den zeitaufgelösten
Experimenten ist mit einer Temperaturerhöhung in einer Größenordnung von etwa 50mK zu
rechnen.
C.2 Temperaturabhängige Absorptionsspektren
Sowohl das Lösungsmittel als auch die darin gelösten Proben-Moleküle können bei einer
Temperaturerhöhung zu den beobachteten Absorptionsänderungen beitragen. Beide Beiträge
werden im Folgenden kurz betrachtet.
In Abbildung C.1 A ist die Absorption des Lösungsmittels für Temperaturen zwischen
295K und 308K dargestellt. Das Maximum der Absorption bei etwa 1560 cm−1 wird einer
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Abb. C.1: Abhängigkeit der IR-Absorption des Lösungsmittels D2O von der Temperatur bei einer
Schichtdicke von ∼ 90µm. (A) Absolutspektren zwischen 295 und 308K. (B) Differenzspektren zur
Absorption bei 295K.
Kombinationsschwingung aus der Biege- und einer Librations-Schwingung der D2O-Moleküle
zugeordnet [Mar91], die bei Temperaturerhöhung eine Verschiebung zu kleinerenWellenzahlen
und eine Erniedrigung der Amplitude erfährt. Die sich daraus ergebenden Differenzspektren
zum Ausgangsspektrum sind in der Abbildung 5.6 B zu sehen.
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Abb. C.2: Absorptionsänderungen in Abhängigkeit von der Temperatur im Lösungsmittel D2O bei
einer Schichtdicke d ∼ 90µm.
In Abbildung 5.6 sind die Absorptionsänderungen für 1600 und 1450 cm−1 aufgetragen.
Beide Spektralpositionen lassen sich sehr gut mit einer Geraden anpassen. Das bedeutet,
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Abb. C.3: Oben: Vergleich der IR-Absorption von D2O, der D2O-Pufferlösung (50mM Kaliumphosphat-
puffer, pH = 7) und TMP (gelöst in der Pufferlösung). Unten: Differenzspektren nach einer Temperaturer-
höhung von 295 auf 308K. Es ergeben sich für alle drei „Proben“ sehr ähnliche Absorptionsänderungen.
Der Beitrag der gelösten TMP-Moleküle ist bei den verwendeten Konzentrationen (∼ 10%) relativ
gering.
dass die Absorptionsänderungen im betrachteten Temperaturbereich direkt proportional zur
Temperaturänderung sind. Die in den zeitaufgelösten Messungen zu erwartenden Absorp-
tionsänderungen lassen sich deshalb über eine lineare Skalierung dieser Differenzspektren
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erhalten. Für eine einfache Abschätzung sind in den Graphen die Steigungen der Absorpti-
onsänderung (Schichtdicke ∼ 90µm) angegeben. Der Einfluss der gelösten Moleküle, die im
thermischen Gleichgewicht neben dem Lösungsmittel ebenfalls zu den Absorptionsänderungen
beitragen wird in Abbildung C.3 betrachtet. In Abbildung C.3 (oben) sind die Absolutspek-
tren für D2O (blau gestrichelt), die D2O-Pufferlösung (hellblau) und TMP (gelöst in der
D2O-Pufferlösung, grün) gezeigt. Die bei einer Temperaturerhöhung von 295 auf etwa 308K
erhaltenen Absorptionsänderungen sind im unteren Teil der Abbildung zu sehen. Sie zeigen,
dass bei den verwendeten Konzentrationen (∼ 10mM) die Absorptionsänderung der gelös-
ten TMP-Moleküle im Vergleich zum Lösungsmittel vernachlässigt werden kann. Lediglich
zwischen 1700 und 1620 cm−1 führt die temperaturabhängige Absorption der TMP-Moleküle
zu sichtbaren Absorptionsunterschieden. Die relativ kleinen Abweichungen zwischen dem
reinen Lösungsmittel D2O und TMP um 1500 cm−1 sind dagegen vor allem auf die, beim
Auflösen der Probe, entstandenen HDO-Moleküle zurückzuführen, die eine Absorptionsbande
um 1450 cm−1 besitzen (siehe Anhang B). Dies wird beim Vergleich mit der D2O-Pufferlösung
deutlich, die ebenfalls eine bestimmte Konzentration an HDO-Molekülen aufweist, deutlich.
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Bei Kenntnis des wellenlängenabhängigen Extinktionskoeffizienten (λ) und der Schichtdicke
(d) lässt sich die Konzentration (c) einer gelösten Substanz aus dem Absorptionsspektrum
bestimmen (A = ·d·c). Auf diese Weise lassen sich aus den Absorptionsspektren Unsicherhei-
ten bei der Einwaage der Proben, die zum Teil nur in sehr geringen Mengen (< 1mg) vorliegen,
überprüfen. Für Nukleinsäuren sind in diesem Zusammenhang zwei Punkte wichtig. Zum
einen gibt es größere Unterschiede in den Literaturangaben für die Extinktionskoeffizienten
[Cav04] von DNA- und RNA-Molekülen. Zum anderen sind Extinktionskoeffizienten zwar
für die meisten Monomere, aber nur für relativ wenige Nukleotid-Sequenzen bekannt. Die
UV-Absorptionsspektren von AMP und poly(A) in Abschnitt 4.2 zeigen sehr deutlich, dass die
Wechselwirkungen in Poly-Nukleotidsequenzen einen großen Einfluss auf die Absorption im
UV-Bereich haben können. Eine ausführliche Zusammenstellung der Extinktionskoeffizienten
und Methoden, mit denen sich die Extinktion für Oligo-Nukleotide abschätzen lässt, findet
sich zum Beispiel in [Kal96, Cav04].
Molekül e260 A260 clit cexp
[M-1cm-1] [OD] [mM] [mM]
AMP 15020 0,95 6,9 7,2 ± 0,5
poly(A) 9800 0,59 6,8 7,1 ± 0,5
TMP 8560 0,69 9 9 ± 0,5
(dT)18 7800 0,71 10 > 8,3
Tabelle D.1: Vergleich der Extinktionskoeffzienten und Konzentrationen mit den bei der Einwaage
bestimmten Konzentrationen. Die Extinktionskoeffizienten der Monomere sind [Cav04] entnommen.
Extinktionskoeffizienten der Poly-Nukleotiden beziehen sich auf Angaben in [Kal96, Gir07, Sin62].
Die für die einzelnen Adenin- und Thymin-Derivate angegebenen Extinktionskoeffizienten
beziehen sich auf Angaben in [Kal96, Cav04, Sin62, Gir07] und sind in Tabelle D.1 zusam-
mengefasst. Die Literaturangaben für den Extinktionskoeffizienten von poly(A) an der Stelle
des Absorptionsmaximums (λmax = 257 nm) liegen zwischen 10000 und 10700M−1cm−1
[Sin62, Gir07]. Für die Abschätzung der Konzentration wurde deshalb der Mittelwert von
10350M−1cm−1 für λmax = 257 nm angenommen, und anhand der gemessenen Spektren der
Wert für eine Wellenlänge von 260 nm berechnet. Der Extinktionskoeffizient für (dT)18 wurde
anhand der Angaben für das Oligomer (T)9 in [Kal96] abgeschätzt. Da in Thymidin-Polymeren
nur eine geringe Wechselwirkung zwischen den Thymin-Basen besteht und deshalb nur ein
relativ kleiner Hypochromie-Effekt zu erwarten ist, sollte die auf eine Base umgerechnete
Extinktion von (T)9 eine sehr gute Näherung für die tatsächliche Extinktion in (dT)18 darstel-
len. In der Tabelle sind zum Vergleich, die aus der Einwaage bestimmten Konzentrationen
angebenen. Die Konzentrationsangaben für die Monomere und das Polymer poly(A) stimmen,
im Rahmen der Messungenauigkeiten bei der Einwaage und der Schichtdicke (Schichtdicke
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∼ 90µm) gut mit den berechneten Werten überein.Lediglich für das Oligomer (dT)18 konnte
aus der Einwaage nur eine untere Grenze für die Konzentration angegeben werden. Im Fall
von (dT)18 war die Probe als Pulver in kleinen Einheiten zu etwa 1mg in separaten Gefäßen
proportioniert und wurde vor dem Auflösen nicht extra abgewogen. Es zeigte sich jedoch, dass
die Angaben des Herstellers in Bezug auf den tatsächlichen Inhalt immer zu gering waren.
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Die experimentellen Daten lassen sich in einer globalen Datenanalyse mit einer Summe von
Exponentialfunktionen anpassen. Allerdings ist bei der Interpretation Vorsicht geboten, da
die frühen Zeiten (zwischen 1 ps und 10 ps) durch die Kühl-Signaturen heißer Grundzustands-
Moleküle dominiert werden. Dabei kommt es zu einer spektralen Verschiebungen der induzier-
ten Absorption die nur unter Einbeziehung mehrerer exponentieller Zerfälle gut wiedergegeben
werden kann. In der Fit-Routine führt diese Schwierigkeit zum Teil zu spiegelsymmetrischen
Amplitudenverläufen für zeitlich nahe beieinanderliegende Zeitkonstanten und zu Kompensati-
onseffekten. Dagegen sind die Zeitkonstanten für Verzögerungszeiten größer 10 ps — nach
dem Abklingen der Kühlbeiträge — für die Dateninterpretation relevant. Im Folgenden sind die
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Abb. E.1: Darstellung der Fit-Amplituden für die bei der globalen Datenanalyse der Messungergebnisse
an AMP (links) und poly(A) (rechts) gefundenen Zeitkonstanten. Während die Datenanpassung an
AMP für die Wiedergabe der Kinetiken nur drei Zeitkonstanten im Pikoskundenbereich erfordert
(Interne Konversion, Kühlsignatur), ist für die Datenanpassung an poly(A) mindestens eine zusätzliche
Zeitkonstante im 200-Pikosekundenbereich notwendig.
Zeitkonstanten und Fitamplituden für die Adenin- (Abbildung E.1) und Thymin-Derivate (E.2)
aus der globalen Datenanpassung dargestellt. Die Anpassung der Daten für Verzögerungszeiten
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größer 1 ps (durchgezogene Linie) erfolgte mit einer Summe von Exponentialfunktionen, die
mit der Apparate-Funktion (Gauß-Funktion mit Halbwertsbreite = 350 fs (FWHM)) gefaltet
werden.
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Abb. E.2: Darstellung der Fit-Amplituden für die bei der globalen Datenanalyse der Messungergeb-
nisse an TMP (links) und (dT)18 (rechts) gefundenen Zeitkonstanten. In beiden Proben sind neben 3
Zeitkonstanten im Pikosekundenbereich (Interne Konversion, Kühlsignatur), weitere Zeitkonstanten mit
etwa 100ps, bzw. 1 ns notwendig.
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Glossar — Abkürzungsverzeichnis
AgGaS2 Silberthiogolat Kristall
AMP Adenosin-5’-Monophosphat
BaF2 Bariumfluorid
BBO β-Bariumborat Kristall
BS engl. beam splitter = Strahlteiler
CaF2 Kalziumfluorid
CG engl. continuum generation = Weißlichterzeugung
CHU 1-Cyclohexyluracil
CI engl. conical intersection = konische Durchschneidung
CPA engl. chirped pulse amplification
DFM engl. difference frequency mixing = Differenzfrequenzerzeugung
DMC engl. dimer model compound
(dT)18 18-mer Thymin Oligonukleotid
DM engl. dichroitic mirror = dichroitischer Spiegel
FC Franck-Condon-Bereich
FWHM engl. full width half maximum = Halbwertsbreite
IC engl. internal conversion = interne Konversion
IR Infrarot
ISC engl. intersystem crossing = innere Umwandlung
k die Ratenkonstante
kB die Boltzmannkonstante ∼= 1, 38 · 10−23
LASER engl. light amplification by stimulated emission of radiation
λ/2 Lambda-Halbe-Plättchen
MIR Mittelinfrarot
NIR Nahinfrarot
NMR engl. nuclear magnetic resonance = kernmagnetische Resonanz
NOPA engl. non-collinear optical parametric amplifier = nicht-kollinearer
optisch-parametrischer Verstärker
OD engl. optical density = optische Dichte, Absorption
OPA engl. optical parametric amplifier = optisch-parametrischer Verstärker
poly(A) Polyadenylsäure
SHG engl. second harmonic generation = Frequenzverdopplung
THG engl. third harmonic generation = Frequenzverdreifachung
TMP Thymidin-5’-Monophosphat
TpT Thymidylyl-3-5-Thymidin
UV Ultraviolett
VIS engl. visible = sichtbar
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